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EDITORIAL

-

Fale conosco
comunicacao@crmvsp.org.br

Colega,

Revista de Educacdo Continuada em Medicina Ve-
terinaria e Zootecnia do CRMV-SP estd cumprindo
a missdo para a qual foi concebida. A demanda dos
Colegas de diferentes especialidades da Medicina
Veterinaria e da Zootecnia que submetem artigos
para publicagdo neste veiculo tem aumentado. A revista ¢ distribuida
para todos os profissionais do Estado de Sdao Paulo e também para
Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Os revisores escolhidos
para a andlise dos artigos sao minuciosos, detalhistas e se esmeram
para que os artigos sejam de interesse e boa qualidade. A Equipe en-
volvida na formatagao e diagramacéo é dinamica, ativa e se esfora
a0 maximo para que a apresentagao seja precisa, moderna e atraente.

Neste terceiro nimero do ano de 2011, na area de grandes ani-
mais, é apresentada uma avaliagdo dos fatores que afetam a quali-
dade do leite de bufalas criadas no Brasil; no capitulo da higiene
alimentar, é efetuada uma andlise critica da série histdrica dos casos
de Botulismo em seres humanos no Brasil, no periodo de 1999 a
2008; e na area das zoonoses, ¢ apresentada uma profunda e deta-
lhada atualizagdo sobre a histdria, etiologia e epidemiologia da raiva
com destaque para os reservatdrios animais presentes nos ecossiste-
mas silvestre, rural e urbano.

A publicagao dos resumos dos trabalhos apresentados no II En-
contro Nacional de Defesa Sanitaria Animal (ENDESA) e das Pales-
tras desenvolvidas na XII Conferéncia Anual da Associagdo Brasileira
de Médicos Veterinarios de Equideos (Abravec) procura atender o
objetivo de dar maior visibilidade para o contetido de eventos téc-
nico/cientificos, divulgando informag¢des inovadoras e avancadas
para os profissionais que nao tiveram a oportunidade de participar
dos mesmos.

Abertos a sugestdes e criticas construtivas a Comissdo Editorial do
CRMV-SP coloca-se a disposi¢ao do colega para receber comentarios,
propostas de temas e recomendacdes.

O Conselho é de todos!

Francisco Cavalcanti de Almeida
Presidente do CRMV-SP
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Leite de bufalas Murrah,
criadas em Sao Paulo

gBrasil): influencia da idade,
ase de lactacao, momento
da ordenha e isolamento
bacteriano na composicao
fisico-quimica e celular

Milk of Murrah buffaloes bred in Sao Paulo (Brazil): influence

of age, lactation phase, time of milking and bacterial isolation
in the physical-chemical and cell composition

Resumo

O presente estudo objetivou avaliar valores fisico-quimicos e
celulares do leite de bufalas criadas em Sdo Paulo, Brasil, assim
como evidenciar relagdes entre o isolamento bacteriano e altera-
¢des nesses constituintes, contribuindo dessa forma para o diag-
néstico das diferentes formas de mastite. Os valores considerados
como de referéncia para o leite de bufalas, segundo as fases de
lactagdo (inicial, intermediéria e final), foram respectivamente:
para o pH - 6,89; 6,85 e 6,9; para a eletrocondutividade - 3,82;
4,02 e 4,49 mS/cm; para os teores de cloreto — 18,21; 20,13 e
26,49 mg/dl; para os teores de gordura - 4,25; 3,70 e 3,56 g/d;
para os teores de proteina — 3,97; 4,03 e 4,5 g/dl; para os teores
de lactose — 5,11; 5,08 e 4,81 g/dI; para os teores de sélidos
totais — 14,55; 13,88 e 13,93 g/dl e para o nimero de células
somaticas — 29.000; 29.000 e 26.000 cel/ml. As bactérias isoladas
com maior frequéncia foram as dos géneros: Corynebacterium
(28,5%); Staphylococcus (24,7 %); Streptococcus (15,8%); e Ar-
canobacterium pyogenes (11,4%), com uma prevaléncia igual a
20,1%. O numero de isolamentos bacterianos aumentou signifi-
cativamente com o evoluir da lactagdo. Em contraste, o momento

da ordenha nio influenciou no nimero de isolamentos.

mv&z crmvsp.gov.br

Summary

The objective of the present study was to evaluate physical-
chemical and cellular contents of the milk of buffaloes bred in
the state of Sdo Paulo, Brazil, and to draw relationships between
these values and microbiological results, contributing significantly
for the diagnosis of different forms of mastitis. Reference values
for buffalo milk, according to the phase of lactation (beginning,
middle and end of lactation) were, respectively: pH, 6.89; 6.85
and 6.9; electro conductivity, 3.82; 4.02 and 4.49 mS/cm; chlo-
ride content, 18.72; 20.13 and 26.49 mg/dl; fat content 4.25;
3.70 and 3.56 g/dl; protein content, 3.97; 4.03 and 4.5 g/dl;
lactose content, 5.11; 5.08 and 4.81 g/dI; total solid content,
14.55; 13.88 and 13.93 g/dl, and somatic cell counts, 29,000;
29,000 and 26,000 cells/ml. Results support that the phase of
lactation influence pH, electroconductivity, chloride, fat, protein,
lactose and total solid contents, as well as somatic cell counts.
Fat, protein, lactose, total solid and somatic cell counts contents
were influenced by the moment of sample collection (before or
after milking), respectively, with the following values: 3.90 and
8.9 g/dl; 4.12 and 3.67 g/dl; 5.02 and 4.64 g/dl; 14.18 and
18.31 g/dl, and 29,000 and 56,000 cells/ml. Bacterial genera
more frequently isolated were Corynebacterium sp (28.5%); Sta-
phylococcus sp (24.7 %); Streptococcus sp (15.8%); and Arcano-
bacterium pyogenes (11.4%), with prevalence equal to 20.1%.
The frequency of bacterial isolation increased significantly with
lactation. However, the moment of milking did not influence iso-
lation. There was a relationship between the variation in some
milk constituents that present clinical significance for the diagno-

sis of buffalo mastitis.
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leite de bufalas apresenta alto valor nutritivo e um
6timo rendimento na elaboracio de seus derivados
(PATINO et al., 2011a). A crescente utilizacdo des-
ses derivados valorizou a espécie bubalina na pe-
cudria leiteira mundial (SENO et al.,, 2007). Dessa
forma, o conhecimento dos aspectos relacionados a saide da glandula
mamaria das bufalas é importante para que se possa desenvolver e
aplicar técnicas mais avangadas de prevencio e controle das infecgdes
intramamarias desses animais (ARAUJO & GHELLER, 2005).

Portanto, o diagndstico eficaz e preciso ¢ de extrema importancia
para controle da mamite em bufalas (VIANA et al., 2010). Vérios
autores atestaram a necessidade da realizagao de pesquisas regionais
que promovessem o conhecimento das reais caracteristicas do leite
de bufalas criadas em diferentes regives (COELHO et al., 2004), com
vistas a adogdo de valores de referéncia auxiliares no diagnoéstico cli-
nico e, principalmente, para a efetivacdo do controle de qualidade do
leite produzido e destinado ao consumo dos humanos (MESQUITA
et al.,2002).

O periodo de lactagdo dos animais, o clima da regido, a raca e a
alimentac¢ao influenciam a composicéo fisico-quimica do leite (PA-
TEL, 1993). Estudos associando os constituintes fisico-quimicos e
celulares do leite aos resultados microbioldgicos tém contribuido no
diagnostico das diferentes formas de mastite (DELLA LIBERA,1998),
que se constitui como a afec¢do que mais onera a criagdo de reba-
nhos leiteiros.

Vianni et al. (1990) verificaram a prevaléncia de 8,8% de mastite

1 Doutora pelo Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da USP. Professora dos Cursos de Medicina Veterinaria das Faculdades Metropolitanas Unidas
(FMU) e Universidade Metropolitana de Santos (Unimes).

2 Professor titular do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP. Sdo Paulo, Brasil.
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NUMERO ABSOLUTO
MICRORGANISMOS E RELATIVO

Corynebacterium spp* 45 (28,5%) *
39 (24,7%) "®
25 (15,8%) B¢
18 (11,4%) €
31(19,6%) *
Total de isolamento 158

* M Microrganismos isolados ou associados (p>0,05).
Letras maiGisculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os resultados (p<0,01).

Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Arcanobacterium pyogenes *
Outros

TABELA 1 - Bactérias mais frequentes no leite de bufalas sadias cria-
das em Sdo Paulo-Brasil

FASES DE LACTACAO

ISOLAMENTO MICROBIOLOGICO

NUMERO DE AMOSTRAS

em bufalas leiteiras. Valores superiores foram identifica-
dos por Costa et al. (1997a), que detectaram uma preva-
léncia de 23,7% de mastite em bufalas, na qual os géneros
bacterianos Corynebacterium, Staphylococcus e Strep-
tococcus agalactiae foram isolados respectivamente em
59,25%; 17,59%; € 12,96% dos quartos pesquisados.

Em virtude do crescimento da producio de leite de
bufalas em varios paises e no Brasil, foram investigados
valores da constitui¢do fisico-quimica e celular do leite,
bem como a influéncia das infeccoes mamarias nos prin-
cipais elementos constituintes do leite, visando contri-
buir no diagndstico clinico das mamites em bufalas.

NEGATIVOS POSITIVOS
Inicial 288 260 (90,3%) 28°(9,7%)
Intermediaria 256 203 (79,3%) 53 (20,7%) p<0,05
Final 240 172 (71,6%) 682 (28,4%)

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os resultados

TABELA 2 - Isolamento microbiolégico no leite de bufalas sadias criadas em Sdo Paulo - Brasil, segundo as fases da lactacdo
NUMERO DE CELULAS SOMATICAS (CEL/ML)
VARIAVEIS
MICROB. NEGATIVO MICROB. POSITIVO ISOLAMENTO (%)

Até 4,5 anos; 34500 & 62000 < 1398
5 a 10 anos; 42000 ® 103000 = 2554

+ 10 anos. 68500 A 407500 # 31,24
Significancia P<0,001 P<0,05 p<0,05

Letras mintsculas distintas na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre si (p<0,03).

Letras maitisculas distintas na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os resultados.

TABELA 3 - NUmero de células sométicas no leite distribuido segundo o isolamento microbiolégico e a idade de bufalas sadias, Sdo Paulo — Brasil

VARIAVEIS FiSICO-QUIMICAS

E CELULARES DO LEITE

EXAME MICROBIOLOGICO

N° AMOSTRAS NEGATIVO N° AMOSTRAS POSITIVO m

pH 6,882+0,12 6,882+0,16 p>0,8
Eletrocondutividade (MS/cm) 307 4,05°+ 0,58 84 4,622+1,20 p<0,0001
Cloreto (g/dL) 307 21,132+ 6,72 84 26,29+ 12,62 p<0,0001

Gordura (g/dL) 290 3,892+ 1,51 80 396+ 1,57 p>0,7
Proteina (g/dL) 290 4,12+ 0,51 80 4312+0,55 P<0,004
Lactose (g/dL) 290 5,032+0,33 80 4,72°+0,62 p<0,0001

Sélidos totais (g/dL) 290 14172+ 1,55 80 14,722+ 4,73 p>0,1
NCS (mediana) (cel/mL) 290 29000 ® 80 105000 @ p<0,00001

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os resultados.

TABELA 4 - Valores médios da eletrocondutividade, pH, cloreto, gordura, proteina, lactose, sélidos totais e mediana do NCS do leite de bufalas

sadias, Sdo Paulo — Brasil. Distribui¢do segundo o isolamento microbioldgico

8 mv&z crmvsp.gov.br



Material e métodos

Foram utilizadas 98 bufalas da raca Murrah adultas,
sadias, sem alteracdes ao exame fisico dos quartos ma-
marios. Os animais apresentavam-se em lactagdo plena,
submetidos ao regime de duas ordenhas diarias, alimen-
tados a pasto ou silagem, criados em clima tropical de
altitude, caracteristico do Estado de Sao Paulo.

Ap6s o exame fisico da glandula mamadria, foi realizada
atécnica do CMT (California Mastitis Test), considerando
positivos 0s quartos mamarios que apresentaram escores
de 1 a 3+, conforme descrito por Schalm & Noorlander
(1957) para a avaliagdo do numero de células somaticas.

Foram colhidos dois pares de amostras de leite, um
antes e outro depois da ordenha. Uma amostra foi co-
lhida assepticamente, de acordo com o National Mastistis
Council (HARMON et al., 1990), e destinada ao isola-
mento microbiolégico. O leite foi semeado em agar BHI
e as bactérias isoladas foram identificadas utilizando-
se Kit API™de identificagdo bioquimica (BioMerieux,
Franga). A outra amostra do par, colhida em frasco
contendo bromopol, foi destinada a determinacao dos
teores de lactose, proteina, gordura e sélidos totais pela
radiagao infravermelha, utilizando equipamento Ben-
tley 2000. O numero de células somaticas foi determi-
nado por citometria de fluxo, utilizando-se equipamento
SOMACOUNT 500. Uma terceira amostra, colhida em
frasco descontaminado, somente antes da ordenha, foi
destinada as determina¢des do pH fazendo-se uso de
potenciometro, da eletrocondutividade, utilizando-se
aparelho “Milk Checker”, e dos teores de cloreto por titu-
lagao coulométrica, utilizando-se analisador de cloretos.

Os isolamentos bacterianos foram considerados inde-
pendentes quando géneros bacterianos distintos foram
isolados de amostras colhidas antes e depois da ordenha
de um mesmo quarto, ou quando associados em uma
mesma amostra de leite.

Os resultados obtidos foram inicialmente submeti-
dos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e, por
apresentarem distribui¢ao paramétrica, os valores de pH,
eletrocondutividade, teores de cloreto, gordura, proteina,
lactose e solidos totais foram submetidos a analise de va-
ridncia e as diferencgas entre contrastes foram avaliadas
pelo teste de Duncan (SAMPAIO, 1998). O nimero de
células somaticas, por apresentar distribui¢ao ndo para-
métrica, foi submetido a comparagoes feitas pelo teste
Mann-Whitney (SNEDECOR; COCHRAN, 1967).

Resultados e discussido
Foram obtidos 158 isolamentos bacterianos, tota-
lizando uma prevaléncia de 20,1%. Esses resultados

GRANDES ANIMAIS

concordaram com os verificados por Costa et al. (2000),
com indice de 18,77%, e Costa et al. (1997a), que cons-
tataram prevaléncia de 23,7% e foram significativamente
maiores que os obtidos por Vianni et al. (1990), que evi-
denciaram 8,81% de prevaléncia.

As bactérias com maior frequéncia de isolamento
(Tabela 1) concordam com as obtidas por Costa et al.
(1997a), que verificaram as respectivas porcentagens:
59,25%, 17,59% € 12,96% para Corynebacterium spp., Sta-
phylococcus spp. e Streptococcus agalactiae.

A analise dos resultados do isolamento bacteriano nas
diferentes fases da lactagdo (Tabela 2) demonstrou que
a frequéncia de isolamentos aumentou com o decorrer
das lactagdes. Atribuiu-se tal fato a maior manipula¢io
da glandula na ordenha, principalmente quando ha fa-
lhas de higiene, e na aplicagdo do sistema de ordenha,
levando a maiores riscos de traumatismos das estruturas
do ubere e favorecendo a instalagao de processo infec-
cioso. Em contraste, Costa et al. (1997b) descreveram
maior numero de isolamentos bacterianos no inicio, di-
minuindo com o evoluir da lactagdo, sendo 45,3%, 27,6%
e 1,7% as porcentagens nas fases inicial, intermediaria e
final da lactagao, respectivamente.

Ao se avaliar a influéncia da idade das bufalas sadias
sobre o isolamento bacteriano e o nimero de células
somaticas (Tabela 3) nas amostras de leite, verificou-se
que houve frequéncia maior de exames microbioldgicos
positivos nos animais mais velhos, concordando com os
resultados de Saini et al. (1994). A manipula¢iao da mama
e 0 maior niumero de lactagdes no evoluir da idade con-
tribuem para a instalacdo de processo inflamatério de
origem infecciosa. Assim, os resultados obtidos con-
cordaram com os obtidos por Ranucci et al. (1988), que
consideraram o numero de células somaticas um indica-
dor seguro da infec¢do da glandula mamaria de bufalas.
Também concordaram com as conclusdes de Silva e Silva
(1994), ao destacarem o intervalo de 50.000 e 375.000 cel/
ml como sendo o esperado para o leite de bufalas sadias.
Segundo Jorge et al. (2005), bufalas Murrah submetidas
a boas condi¢coes de manejo de ordenha apresentam leite
com baixas porcentagens de células somaticas, sendo o
leite com tal caracteristica uma excelente matéria-prima
para a fabricagdo de queijos e derivados.

Ao se analisar os valores dos constituintes fisico-qui-
micos e celulares distribuidos segundo os resultados do
isolamento microbiolégico (Tabela 4), ndo se observaram
diferencas significativas entre o pH, a taxa de gordura e a
concentragdo de sélidos totais nas amostras de leite com
exame microbiol6gico negativo ou positivo. Em contrapo-
sicdo, os valores determinados para a eletrocondutividade,
os teores de cloreto, a concentracao de proteinas € 0 numero

mvész 9
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de células somaticas foram significativamente maiores nas
amostras que apresentaram isolamento microbioldgico. Por
outro lado, os teores de lactose foram significativamente
menores nas amostras sem isolamento microbioldgico. Ava-
liando-se a média dos valores encontrados, independente-
mente da presenga ou ndo de isolamento bacteriano, para
os parametros solidos totais (14,4g/dL), gordura (3,93g/dL),

FASES DA LACTACAO

proteina (4,22g/dL) e lactose (4,88g/dL), pode-se considerar
que eles estdo dentro dos intervalos propostos por Patifio
(2011b) em revisao de trabalhos de pesquisa da composi¢ao
quimica do leite de bufalas Murrah realizada no Brasil, a
saber: 13,88-18,55g/dL para sélidos totais; 3,56-8,38g/dL para
teores de gordura; 3,97-6,4g/dL para proteina e 4,81-5,34g/
dL para teores de lactose.

[ vaor [ v | W] varor [ oveo | w | vaor [ cvom

pH 144 6,89+ 0,11 1,59 128 6,85 + 0,12 1,75 120 6,90° + 0,16 2,32 p<0,04
EC (mS/cm) 144 3,82¢+ 0,27 7,07 128 4,02° + 0,40 9,95 120 4,49% + 0,89 19,82 p<0,0001
Cloreto (mg/dL) 144 18,72 + 3,41 18,21 128 20,13 + 4,50 22,35 120 26,49* + 9,99 37,71 p<0,0001
Gordura (g/dL) 144 4,25 + 1,62 38,12 128 3,70°+ 1,24 33,51 120 3,66° + 1,54 43,26 p<0,002
Proteina (g/dL) 144 3,97+ 0,48 12,09 128 4,03+ 0,37 9,18 120 4,50% + 0,54 12,00 p<0,0001
Lactose (g/dL) 144 5,112+ 0,21 411 128 5,08° + 0,24 4,72 120 4,81°+ 0,53 11,02 p<0,0001
ST (g/dL) 144 14,55 + 1,48 10,17 128 13,88 + 1,34 9,65 120 13,93 + 1,81 12,99 p<0,002

NCS (cel/mL) 144 29000a 128 29000a 120 26000a p>0,5

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre si.

N — niimero de amostras, pH — potencial hidrogeniénico, EC — eletrocondutividade, ST - sdlidos totais, NCS — ntimero de células sométicas, CV — coeficiente de variagao. * Valores expressos pela mediana.

TABELA 5 - Valores de pH, eletrocondutividade, cloreto, gordura, proteina, lactose, sélidos totais e NCS do leite de bufalas sadias criadas em

Sdo Paulo. Distribuicdo segundo as fases de lactagdo

GRUPOS EC Cloreto Gordura Proteina Lactose ST NCS
ETARIOS (MS/CM) (mg/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)

Até 4,5 anos 6,90 % +0,13 3,95+ 0,51 20,30+ 3,41 3,642+ 1,34 4,332+0,49 5,102+0,38 14,25+ 1,47 36000 ®
5 a 10 anos 6,86°+0,12 4,21°+0,60 22,06 * + 7,97 3,402+ 1,47 4,192+ 0,55 4,96 + 0,44 13,65+ 1,66 54500 ©

+ 10 anos 6,923+0,18 4,552+ 0,99 25,002+ 10,46 3,732+ 1,50 4302+0,31 4,84°+0,45 13983 +1,74 95500 #
Significancia p<0,04 p<0,0001 p<0,007 p>0,5 p>0,2 p<0,003 p>0,08 p<0,0001

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre si.

EC - eletrocondutividade; NCS — numero de células somaticas; ST — solidos totais.

TABELA 6 - Valores de pH, eletrocondutividade, cloreto, gordura, proteina, lactose, sélidos totais e nimero e NCS no leite de bufalas sadias, Sdo

Paulo. Distribuicdo segundo a idade dos animais

.
VARIAVEIS
pH 6,88° +0,12 6,882+ 0,14 6,992+ 0,28 6,96 *+ 0,28
Eletrocondutividade (mS/cm) 4,08 <+ 0,69 4,72°+0,49 515°+118 5812%+1,18
Cloreto (mg/dL) 21,36°+7,77 27,11°+ 6,90 31,002+ 11,28 37362%+11,84
Gordura (g/dL) 3,932+1,51 3,072+1,44 3,772+ 1,60 3,48 3% + 1 35
Proteina (g/dL) 4163+ 0,54 41923+0,16 4162+ 0,54 4,362%" + 0,49
Lactose (g/dL) 5,012+0,36 4,72 £ 0,30 4,62°+0,46 3,97 <#* +0,76
Solidos totais (g/dL) 14322 +2,17 12,962+ 1,68 13,492 +1,74 15,08 ##+ 8,94
NCS (cel/mL) 30.500 © 149.000 © 451.000 * 930.000 @##

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre si e os sinais #, ##, ###, #* e #** correspondem aos niveis de significincia p<0,009, p<0,03, p<0,2, p<0,0001 e p>0,6, respectivamente.

TABELA 7 - Valores de pH, eletrocondutividade, cloreto e (NCS) do leite de bufalas sadias, Sdo Paulo. Distribuicdo segundo o CMT
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Os resultados obtidos do pH, eletrocondutividade, te-
ores de cloreto, gordura, proteina, lactose, sélidos totais e
numero de células somaticas, distribuidos nas diferentes
fases de lactagdo, sdo apresentados na Tabela 5. A partir
desses resultados, pode-se verificar que a eletroconduti-
vidade, teores de cloreto e proteina aumentaram com a
evolucio da lactacdo. Fato inverso ocorreu com os teores
de gordura, lactose e solidos totais, que diminuiram com
o progredir da lactagao. Os valores médios de eletrocon-
dutividade, de 4,11 mS/cm obtidos no presente estudo,
foram semelhantes aos verificados por Silva et al. (1996),
ao trabalharem com bufalas das ragas Surti e Lankan, en-
contrando média de 4,16 mS/cm.

A analise dos resultados obtidos permitiu observar que
os teores de gordura, lactose e sélidos totais foram signi-
ficativamente maiores na fase inicial da lactagdo do que
os obtidos em fases mais adiantadas da lactacio. Ademais,
os valores médios de proteina e lactose sdo equivalentes
aos relatados por Cerén-Muioz et al. (2002); Dubey et al.
(1997); Franciscis & Di Paolo (1994); Furtado (1980); Gua-
rino (1996); Macedo et al. (2001); Mesquita et al. (2002);
Nader Filho et al. (1984) e Toledo et al. (1998).

Os elementos constituintes do leite de bufalas sadias
criadas no Estado de Sdo Paulo apresentaram correlagdo
intensamente positiva e significativa para os seguintes
parametros: eletrocondutividade/teor de cloreto; eletro-
condutividade/taxa de lactose; teor de cloreto/lactose;
concentracdo de gordura/sélidos totais. As correlagdes
foram medianamente positivas e significativas para os
parametros: numero de células somaticas/eletrocondu-
tividade; nimero de células somédticas/teor de lactose;
concentra¢des de lactose/proteina; pH/eletrocondutivi-
dade; e pH/teor de cloreto. Nao foi verificada influéncia
na contagem de células somaticas (CCS) com os teores
de gordura e proteina no leite de bufalas, fato esse con-
cordante com os encontrados por Barreto et al. (2010).

Em relagdo aos valores de normalidade dos parametros
tisico-quimicos e celulares do leite e 0 aumento da idade
de bufalas criadas em Sao Paulo (Tabela 6), pode-se inferir
que a eletrocondutividade, os teores de cloreto e o nimero

GRANDES ANIMAIS

de células somaticas aumentaram, significativamente, com
o aumento da idade das bufalas. Essa ocorréncia tem liga-
¢do direta com o niimero maior de isolamentos bacteria-
nos com o decorrer das sucessivas lactagoes e, portanto,
com o avancar da idade dos animais, tal como discutido
acima. Porém, os teores de gordura, proteina e s6lidos to-
tais ndo se alteraram com o evoluir da idade dos animais.
Fato inverso foi demonstrado em trabalho na regido do
Alto Sao Francisco realizado por Amaral (2005), que veri-
ficou em bufalas multiparas, portanto mais velhas, valores
de gordura aumentados em relagdo aquelas mais novas, de
primeira lactagdo.

Na observagdo dos constituintes fisico-quimicos e do
escore do CMT (Tabela 7), foi verificada intensa relagdo
positiva nos resultados de eletrocondutividade e teores
de cloreto com o aumento do escore do CMT. Entre-
tanto, os teores de gordura, proteina e sdlidos totais se
apresentaram constantes e independentes do CMT. Essa
ocorréncia pode ser explicada pelo fato do numero de
células somaticas ter se apresentado baixo, ndo alterando
a atividade da célula do parénquima mamario. O numero
meédio de células somaticas (30.500 cel/mL) se mostrou
menor que o verificado por Singh e Ludri (2001) com
(100.000 cel/mL) quando o CMT se apresentou negativo.
Amaral et al. (2004), em estudo realizado em Minas Ge-
rais, evidenciaram média de 24.000 cel/mL, valor esse
coincidente ao encontrado nesse trabalho de pesquisa.

Os teores de gordura, proteina, lactose, sélidos to-
tais e nimero de células somaticas verificados quando
as amostras de leite foram colhidas antes ou apds a or-
denha sdo apresentados na Tabela 8. A avaliacido dos
resultados obtidos em amostras de leite de bufalas sa-
dias demonstrou significativa influéncia do momento
da ordenha nos teores de gordura, proteina, lactose e
solidos totais, como também sobre o numero de célu-
las somaticas. Observou-se que os teores de gordura,
solidos totais e numero de células somaticas foram sig-
nificativamente maiores nas amostras colhidas apds a
ordenha. Tal observacio constitui um alerta aos clinicos
veterindrios dedicados ao controle das enfermidades da

MOMENTO DA Gordura o Proteina o Lactose o Solidos o NCS
(@/dL) (@/dL) Totais (g/dL) (ceVmb)

Antes 3,90°+ 1,51 38,72 4,122 +0,51 12,38
Depois 8902+2,73 30,67 3,67°+0,59 16,08
Significancia p<0,0001 p<0,0001

5,022+0,35 6,97 14,18° £ 1,56 11,00 29000 °
4,64°+0,50 10,77 18,3123+ 2,99 16,33 56000 *
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre si.

CV - coeficiente de variagdo, NCS - niimero de células somaticas

TABELA 8 - Valores de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e nimero de NCS do leite de bufalas sadias, Sdo Paulo. Distribuicdo segundo o

momento de ordenha. Valores expressos em termos médios
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mama de bufalas, pois, caso o exame clinico seja reali-
zado em periodo pds-ordenha, os resultados devem ser
interpretados com aten¢ao, utilizando como referéncia
os valores obtidos nesse momento.

Conclusao

A partir do presente trabalho, pode-se considerar a
eletrocondutividade, os teores de cloreto e lactose, a ce-
lularidade e o isolamento microbioldgico positivo como
elementos significativos na avaliagdo das condigoes de
sanidade da glandula mamaria das bufalas.

A associagao das manifestagoes sintomaticas da glan-
dula mamaria aos resultados dos exames complementa-
res de amostras de leite permitiria ao clinico veterinario
o diagnoéstico das mamites das bufalas.

A andlise estatistica dos achados do estudo permitiu
a obten¢ao de valores que possam nortear a avaliacido do
pH, eletrocondutividade, teores de cloreto, gordura, pro-
teina, lactose, solidos totais e nimero de células somati-
cas no leite de bufalas.

A regionalizagao de valores de referéncia, eviden-
ciando e particularizando diferengas presentes nos reba-
nhos produtores de leite auxiliam a verificagdo do estado
de higidez da glandula mamaria das bufalas e da quali-
dade do leite.
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A incidencia do
Botulismo no Brasil,
entre 1999 e 2008

Botulism incidence in Brazil

between 1999 and 2008

Resumo

O Botulismo alimentar é uma doenca neuroparalitica grave
causada pela ingestdo de neurotoxinas presentes em alimentos
contaminados com a bactéria Clostridium botulinum, frequen-
temente relacionada a diversos tipos de alimento como embuti-
dos ou enlatados de origem animal ou vegetal. Na série histérica
no Brasil, entre 1999 e 2008, ocorreram 105 casos suspeitos,
dos quais 39 foram confirmados e 13 vieram a dbito.

mv&z crmvsp.gov.br

Summary

The food botulism, a severe neuroparalytic disease caused by
ingestion of neurotoxins found in foods contaminated with
the bacterium Clostridium botulinum, often related to various
types of food such as embedded or canned vegetable or animal
origin. In the historical series in Brazil between 1999 and 2008
occurred 105 suspected cases of which 39 were confirmed and
13 deaths occurred.
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Botulismo é uma intoxica¢do alimentar provo-

cada pelo Clostridium botulinum, bactéria gram-

positiva de extrema gravidade, caracterizada por

distarbios digestivos e neuroldgicos, devido a in-

gestao de diversos tipos de alimentos, embutidos
ou enlatados, de origem animal ou vegetal, insuficientemente esterili-
zados ou conservados em substrato com pH superior a 4,6 (BRASIL,
2006; SILLOS& FAGUNDES, 2007). Nesses alimentos, ha condi¢oes
adequadas para o agente produzir uma potente neurotoxina capaz de
levar os intoxicados ao 6bito. Os primeiros sintomas sdo apatia, falta
de apetite, cefaleia e, a partir destes, come¢am os sintomas neurolo-
gicos como vertigem, ptose palpebral, disfagia e paralisia respirato-
ria, levando ao 6bito (GERMANO, 2003; ESTADOS UNIDOS, 2004;
ESTADOS UNIDOS, 2010). O diagndstico é baseado nos sintomas e
exames neuroldgicos, o progndstico depende da extensao das lesoes
e o tratamento se divide em dois momentos: tratamento de suporte e
tratamento especifico (BEER, 1999; GERMANO, 2003; HOBBS, 1998;
BRASIL, 2006). A prevengao ¢ o aspecto epidemiolégico da doenga
mais importante, e é feita principalmente através da sensibilizagdo
da populagéo. O controle ¢ feito por meio da investiga¢ao epidemio-
légica, do correto diagnoéstico e do tratamento dos pacientes (BER-
MUDEZ, 2007; ATAIDE, 2006; BERNADETTE, 2002; GERMANO,
2003; ADAMS, 2002;BRASIL, 2006). Entre 1999 e 2008, houve 105
casos suspeitos, dos quais 39 foram confirmados, ocorrendo 13 6bitos,
37 de Botulismo alimentar, um de Botulismo por ferimentos e um de

1 Graduando em Medicina Veterinaria na Universidade Anhembi Morumbi - Sdo Paulo.
2 Universidade Anhembi Morumbi — Sdo Paulo.
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Botulismo intestinal. A faixa etdria mais acometida foi
a de 10 a 49 anos de idade, e a regido Sudeste foi a mais
afetada, com 18 casos, onde os produtos suinos foram os
mais envolvidos, com 15 casos (BRASIL, 2011).

Desenvolvimento

O agente etioldgico do Botulismo sao as toxinas do C.
botulinum, que sdo bacilos gram-positivos, formadores
de esporos e anaerdbios estritos capazes de produzir to-
xinas, de natureza proteica (BERNADETTE, 2002).

Existem oito tipos de toxinas, classificados como A,
B, Ca, Cb, D, E, F e G (GERMANO, 2003). As do tipo
A, B, E e F sdo patogénicas para o homem, sendo o tipo
A o mais toxico e o mais frequente no homem, embora
o tipo B seja o mais difundido (BRASIL, 2006; BEER,
1999; BERMUDEZ, 2007; GERMANO, 2003). O tipo E,
bastante toxico para o homem, encontra-se nos peixes e a
intoxicacdo é decorrente, quase que exclusivamente, dos
habitos de ingestdo de peixe cru ou mal cozido (GER-
MANGO, 2003).

As condigoes ideais para que a bactéria assuma a
forma vegetativa, produtora de toxina, sdo: anaerobiose,
pH alcalino ou préximo do neutro (4,8 a 8,5), atividade
de agua de 0,95 a 0,97 e temperatura 6tima de 37°C. Os
tipos A e B se desenvolvem em temperaturas proximas
das encontradas no solo (acima de 25°C e até 40°C),
enquanto o tipo E é capaz de proliferar a partir de 3°C
(BRASIL, 2006; BEER, 1999).

Existem trés formas de Botulismo: Botulismo classico
(alimentar), causado pela ingestao de alimentos contendo
neurotoxinas; Botulismo de lesdes (wound botulism), do-
enca infecciosa causada pela proliferacao e consequente
liberacdo de toxinas em lesdes infectadas com C. botuli-
numj; e o Botulismo infantil, que também é uma doenca
infecciosa causada pela ingestdo de esporos de C. botuli-
num, com a producdo da toxina no intestino de criancas
com menos de um ano de idade (BERNADETTE, 2002;
ESTADOS UNIDOS, 2010). As trés formas da doenca
tém sinais clinicos muito semelhantes. (BERNADETTE,
2002; ESTADOS UNIDOS, 2010).

Existem dois grupos mais afetados pela contaminagao
do C. botulinum, que sio as crian¢as com menos de um
ano, por nao terem desenvolvido a imunidade necessaria
para que sejam protegidas, e os idosos e imunodeprimi-
dos, por possuirem as barreiras imunoldgicas deficientes
(SILLOS & FAGUNDES, 2007). A microbiota competi-
tiva do aparelho digestério humano tem um papel prote-
tor de extrema importancia na inibicdo da multiplicagdo
e da produgdo de toxinas de C. botulinum (BERNA-
DETTE, 2002).
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Dependendo do tipo de toxina envolvida, seguem os
principais distirbios do sistema nervoso: oculares (mi-
driase, diplopia, ptose e estrabismo); secretérios (secura
da boca, constri¢ao faringea, auséncia de sudorese); e
motores progressivos (diminui¢cdo da motricidade da lin-
gua, mastigacao e degluti¢ao dificeis, enfraquecimento
dos musculos respiratérios e do diafragma, paralisia dos
intestinos, da bexiga e dos esfincteres).

O paciente mantém a percepgdo sensorial apesar da
gravidade dos sintomas nervosos. Nos casos fatais, a
morte pode ocorrer em trés a dez dias, em 50% a 60% dos
doentes, por paralisia do centro respiratorio. Nos casos
com remissdo dos sintomas, podem persistir paralisias
parciais por meses (GERMANO, 2003; HOBBS, 1998; ES-
TADOS UNIDOS, 2004; ESTADOS UNIDOS, 2010). O
Botulismo de origem alimentar tem um periodo de incu-
bagdo que, em geral, varia de 12 a 36 horas, dependendo
da quantidade de toxina ingerida (BERNADETTE, 2002;
ADAMS, 2002).

O Botulismo alimentar é caracterizado por ser subito
e progressivo. Os primeiros sinais e sintomas podem ser
gastrointestinais e/ou neurolégicos. Os sintomas neu-
rolégicos podem ser inespecificos, tais como cefaleia,
vomito, fraqueza, vertigem e tontura, e quanto maior a
concentragio da toxina no alimento ingerido, menor serd
o periodo de incubagdo. No Botulismo por ferimentos, o
quadro clinico é semelhante ao do Botulismo alimentar,
mas s3o raros os sinais e sintomas gastrointestinais, po-
dendo ocorrer febre decorrente de contaminac¢io secun-
daria do ferimento. O periodo de incubagdo pode variar
de 4 a 21 dias, sendo a média de 7 dias. Ja no Botulismo
intestinal, nas criancas, o aspecto clinico varia de qua-
dros com constipagao leve até sindrome de morte subita.
No inicio, ocorre constipagao e irritabilidade, seguidas
de sintomas neuroldgicos, caracterizados por dificuldade
de controle dos movimentos da cabeca, suc¢ao fraca,
disfagia, choro fraco, hipoatividade e paralisias bilate-
rais descendentes, que podem evoluir para comprome-
timento respiratério. Os casos leves sao caracterizados
por dificuldade alimentar e fraqueza muscular discreta.
E impossivel saber o periodo de incubagio, devido a im-
possibilidade de se determinar o momento da ingestdo
dos esporos (BRASIL, 2006; GERMANO, 2003; ESTA-
DOS UNIDOS, 2004; ESTADOS UNIDOS, 2010).

Nao existe nenhuma lesdo anatomopatolégica que
seja especifica da doenga. O mais comum ¢é a congestiao
sanguinea em todos os 6rgaos, edema pulmonar e reple-
¢do da bexiga urindria (BEER, 1999).

O Botulismo é uma pandemia de modo irregular,
cuja principal fonte de contaminagéo ¢ o alimento inge-
rido, e ocorre com mais frequéncia nos meses de verao,



quando as temperaturas se encontram entre 22°C e
37°C e a bactéria prolifera nos alimentos (BERMUDEZ,
2007; BRASIL,2006).

Os reservatdrios sao os mamiferos, as aves e os pei-
xes. Estao envolvidos na cadeia de transmissdo o solo e
as aguas, principalmente as estagnadas (HOBBS, 1998;
BRASIL, 2006).

A contaminagao dos alimentos da-se por meio das fe-
zes de animais, contato com o solo contaminado e até da
propria agua utilizada para sua higienizagdo ou preparo
(GERMANO, 2003; BRASIL,2005; BRASIL, 2006).

Com relagdo a patogenia da doenga, a toxina botuli-
nica é absorvida no trato gastrointestinal ou no ferimento
e dissemina-se via corrente sanguinea, desenvolvendo
sua agdo sobre as terminagdes nervosas colinérgicas do
sistema nervoso periférico e autdbnomo. A toxina se liga
aos nervos centrais e periféricos, sendo uma ligagao se-
letiva e saturavel. No inicio, afeta os centros motores da
medula e progride atacando as sinapses das fibras mus-
culares periféricas. A toxina inibe a acetilcolinesterase,
paralisando os nervos motores e, por fim, o nervo frénico
(BEER, 1999; BERMUDEZ, 2007; ADAMS, 2002). A re-
cuperagao do paciente depende da formac¢ao de novas
terminagdes neuromusculares, por isso é bastante pro-
longada, variando de um a 12 meses (BRASIL, 2006).

Os alimentos mais envolvidos em surtos de Botulismo
sao os embutidos, tais como salsichas, presuntos, chouri-
¢os e patés, assim como os derivados de leite, enlatados,
queijos, produtos fermentados e peixes em conserva ou
defumados, entre os quais todos sdo passiveis de provo-
car intoxicagdo. Produtos vegetais, como palmito, espina-
fre, aspargos, cogumelos, milho, vagens, figos, azeitonas
e ervilhas, também podem estar envolvidos nesses surtos
(GERMANO, 2003; BRASIL,2006). Deve-se dar prefe-
réncia as conservas industriais, pois as conservas caseiras
ou artesanais constituem grande risco para a saude da
populacdo (GERMANO, 2003; ADAMS, 2002).

As pessoas, independente da idade e do estado de
saude, estao expostas a doenga desde que sejam contami-
nadas pelas toxinas do C. botulinum. A dose infectante é
infima, de 0,1 mg a 1,0 mg (GERMANO, 2003).

As toxinas do Botulismo tém uma ag¢éo parecida com
a do veneno da cobra cascavel ou a da estricnina, ata-
cando o sistema nervoso (HOBBS, 1998).

A pesquisa para o diagndstico da toxina botulinica
nos alimentos suspeitos é o procedimento mais correto,
mas na pratica é dificil porque ou nao ha sobras ou fo-
ram para o lixo. Deve-se colher soro sanguineo, fezes
e vOmito para pesquisa da toxina (GERMANO, 2003;
HOBBS, 1998; BRASIL, 2005; BRASIL, 2006). Os sin-
tomas clinicos e a anamnese constituem importantes
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referéncias acerca da existéncia do Botulismo, mas s6 se
pode comprova-lo com a identificacdo da toxina no ali-
mento ou contetido gastrico. A determinagao do titulo de
toxina é realizada mediante o teste feito em camundon-
gos e cobaias (BEER, 1999; BRASIL, 2006).

O controle e a preven¢ao consistem em evitar a germi-
nac¢ao, multiplicagdo e a consequente producdo da toxina
do C. botulinum nos alimentos. O pH é4cido em baixa
atividade de agua e teores de umidade inferiores a 30%
ajudam nesse controle, assim como a conservac¢ao dos
alimentos sob refrigeragao ou congelamento ou mesmo o
uso de nitratos e nitrito, salga, secagem e fermentagao. A
esterilizagdo é o meio mais eficaz para inativar os esporos
e toxinas do C. botulinum, utilizando-se aquecimento em
temperatura de 121°C pelo menos por dez minutos. A po-
pulagdo deve sempre ser orientada sobre o preparo, con-
servacgdo e consumo adequado dos alimentos associados
ao risco de adoecimento (GERMANO, 2003; ADAMS,
2002; BRASIL, 2005; BRASIL, 2006).

E preciso lembrar-se de que o congelamento e a refri-
geragdo nao tém qualquer efeito pratico na destruigdo de
células vegetativas, esporos ou neurotoxinas botulinicas
(BERNADETTE, 2002). Para se evitar o Botulismo in-
testinal causado pelo mel, ndo se deve fornecer mel in
natura ou xarope de milho para criancas com até um ano
de idade (BERMUDEZ, 2007; ATAIDE, 2006).

O tratamento devera ser feito em unidade de tera-
pia intensiva (UTI), abrangendo os seguintes aspectos
principais: administra¢do da antitoxina botulinica,
na tentativa de prevenir a progressdo neuroldgica da
doenca; monitorizagido cardiorrespiratdria; cuidado
intensivo e meticuloso apropriado para uma doenga
paralitica de longa duragdo. O éxito no tratamento de-
pende da precocidade do diagndstico (BRASIL, 2006;
BERMUDEZ, 2007).

Deve-se coletar todas as amostras clinicas para exa-
mes diagnosticos antes de se iniciar o tratamento especi-
fico (BRASIL, 2005; BRASIL, 2006).

Série historica

“A vigilancia epidemioldgica de Botulismo teve inicio
oficial em 2002, no entanto, desde 1999 a Coordenag¢io
de Vigilancia das Doengas de transmissao Hidrica e Ali-
mentar (COVEH) realiza a vigilancia desse agravo. En-
tre 1999 e setembro de 2008, foram notificados 105 casos
suspeitos de Botulismo, dentre os quais 39 foram con-
firmados: 37 de Botulismo alimentar, um de Botulismo
por ferimento e um de Botulismo intestinal. A taxa de
letalidade nesse periodo foi de 33,3%” (BRASIL, 2011).

O total foi de 13 6bitos, conforme graficos a seguir.
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N° DE CASOS
TIPOS DE BOTULISMO CONFIRMADOS

Botulismo Alimentar 37
Botulismo por Ferimentos 1
Botulismo Intestinal 1
Total 39

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude.
TABELA 1 - Tipos de Botulismo
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GRAFICO 1 - NUmero de casos suspeitos e confirmados de Botulismo
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GRAFICO 2 - Ndmeros de casos e taxa de letalidade de Botulismo

A faixa etdria mais acometida é a de 10 a 49 anos de
idade, contraria ao texto que diz que sao criangas e ido-
sos (SILLOS; FAGUNDES, 2007).
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FAIXA ETARIA N° DE CASOS %

06 — 09 anos 4 11
10 - 20 anos 13 34
21 -49 anos 13 34
50 - 79 anos 8 21
Total 38 100

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude.
TABELA 2 - Casos de Botulismo por faixa etaria. Brasil, 1999-2008

A regido Sudeste apresenta maior numero de casos,
18, representando 46%.

Sudeste 18 46
Nordeste 11 28
Centro-Oeste 8 25
Sul 2 21
Total 39 100

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude.

TABELA 3 - Casos por local de ocorréncia. Brasil, 1999 a 2008

Sao os produtos suinos os mais envolvidos com 15 ca-
sos, representando 41%.

Produtos suinos 15 41
Palmito 4 11
Torta de frango 8 21

Tofu 4 11

Peixe em conserva 1 2
Ignorado 5 14
Total 37 100

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude.

TABELA 4 - Casos de Botulismo alimentar por tipo de alimento.
Brasil, 1999-2008

Conclusao

O Botulismo é um problema de satide publica, em
que o maior perigo de contaminagao esta nos alimentos
preparados de forma artesanal, especialmente em con-
servas caseiras, que sdo impropriamente manipuladas
ou que sofreram tratamento térmico insuficiente para
destruir as toxinas botulinicas. No entanto, pode ser



facilmente evitado através da sensibilizacao da popula-
¢do e das boas regras de higieniza¢ao. Constatando-se
que o numero de casos de Botulismo no Brasil ndo é
elevado, mas com grande letalidade, ha tendéncia para
diminui¢ao, devido a produgdo de produtos industria-
lizados. A doenga ocorre mais na regido Sudeste e en-
volve produtos suinos. o
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ZOONOSES

Raiva: uma doenca
antiga, mas ainda atual

Parte1

Rabies: an antique disease,

but still current

Resumo

O objetivo principal deste manuscrito é fornecer informagdes técni-
cas e cientificas sobre a raiva aos estudantes de medicina veterina-
ria, veterindrios e outros profissionais relacionados a satide. Embora
conhecida desde a antiguidade, atualmente ela é definida como
uma zoonose negligenciada e permanece endémica, especialmente
em paises em desenvolvimento, por causa de limitagdes financeiras
e problemas de infraestrutura. Os morcegos hematédfagos foram
relatados como novos reservatérios da raiva na América Latina e
no Caribe no inicio do século XX, causando prejuizos econémicos
na pecudria e mortes humanas, no entanto o mundo ainda est4
surpreso por causa dos lissavirus em morcegos ndo hematdfagos na
Africa, Oceania e Eurasia. Os virus da raiva e os virus relacionados
a raiva, coletivamente denominados de lissavirus, podem ser distin-
guidos pela caracterizagdo molecular em varios gendtipos distintos,
no entanto somente os virus do genétipo 1 sdo costumeiramente
referidos como virus da raiva, enquanto todos os outros sdo chama-
dos de lissavirus. Na taxonomia viral, o uso de técnicas moleculares
disponiveis na atualidade possibilitou a inclusdo de novas espécies-
membros no género Lyssavirus e revelou a existéncia de variantes
distintas dos virus da raiva distribuidas entre diferentes espécies
animais em diferentes regides do mundo. A colonizagdo europeia
da Africa, Asia e do Novo Mundo teve papel importante na dissemi-
nagdo da “linhagem cosmopolita” do virus da raiva através de caes
que viajavam com os conquistadores e colonizadores. O virus, uma
vez estabelecido nas populagdes de cdes, subsequentemente pode
ter sido transmitido para novas espécies de reservatérios silvestres e
evoluiu para distintas linhagens devido as mutag¢des acumuladas ao
longo dos séculos. Os hospedeiros reservatérios da raiva no mundo
variam conforme as localizagdes geograficas.

mv&z crmvsp.gov.bi

Summary

The main objective of this manuscript is to provide students
of veterinary medicine, veterinarians and other health-related
professionals with scientific and technical information on ra-
bies. Although the disease is known since antiquity, it is now
defined as a neglected zoonosis and it remains endemic es-
pecially in developing countries, because of financial limita-
tions and problems of infrastructure. The vampire bats were
reported as new reservoirs of rabies in Latin America and Ca-
ribbean islands in the early 20th century provoking economic
losses in livestock and human deaths, but still the world is
astonished because of the lyssaviruses in non hematophagous
bats in Africa, Oceania, and Eurasia. Rabies and the rabies-
related viruses, collectively known as lyssaviruses, can be dis-
tinguished by molecular characterization into several distinct
genotypes but only the genotype 1 viruses are customarily
known as rabies viruses, whereas all others are referred to
as lyssaviruses. In virus taxonomy, the use of the molecular
techniques now available has augmented the species members
of the genus Lyssavirus and revealed the existence of distinct
variants of rabies viruses distributed among different animal
species in different regions of the world. The European coloni-
zation of Africa, Asia and the New World played a significant
role in the dispersion of the “cosmopolitan lineage" of the ra-
bies virus through infected dogs traveling with the conquerors
and colonizers. Rabies virus, once established in the dog popu-
lations, may then have been transmitted into new wildlife host
reservoirs and evolved into distinct strains due to accumulated
mutations through centuries. The reservoir hosts of rabies in
the world differ according to the geographic locations.
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raiva é uma antropozoonose causada por um vi-
rus do género Lyssavirus, caracterizada em animais
e no ser humano por uma encefalite aguda fatal
(ACHA; SZYFRES, 2003), ou “quase sempre fatal”
(NILSSON, 1970; BELL et al., 1971) nos animais e
“quase invariavelmente fatal” no ser humano (MACHADO, 1996).

O termo Hidrofobia ¢ utilizado para designar a doenga no ser hu-
mano (WILKINSON, 2002). No céo, popularmente é denominada
de doenga de “cachorro louco” e, em bovinos, como “raiva paralitica”
ou “doenca paresiante” ou ainda “mal das cadeiras’, especialmente na
América Latina (BAER, 1991).

A doenga foi também denominada de “reemergente” ou “emer-
gente” (WHO, 1995) ou como “doenga zoondtica negligenciada”
(WHO, 2010). O Centers for Disease Control - CDC (2010), de Atlanta,
Georgia, EUA, define a raiva como uma doenga prevenivel com uso
de vacinas. Em principio, essa é uma doenca mantida e perpetuada na
natureza, principalmente pelos animais mamiferos carnivoros e pelos
morcegos de diferentes habitos alimentares, conhecidos como “reser-
vatorios”, “vetores” ou ainda “hospedeiros amplificadores” (VAN DER
MERWE, 1982; FIELD et al., 2001).

Historico

A raiva é temida desde a antiguidade em razdo da sua natureza
violenta, tanto em animais como no ser humano. O primeiro registro
escrito aparece no Codigo de Eshnunna (cidade da antiga Mesopo-
tamia, perto de Bagda, atual Iraque) de 1930 a.C: o proprietdrio de
um cdo que provocasse a morte de uma pessoa por raiva era multado
pesadamente pelos legisladores (BLANCOU, 2004). O temor causado
pela raiva transmitida por cées, lobos e chacais era geral tanto nas po-
pulagdes urbanas como nas rurais. No entanto o nimero de vitimas
humanas, quando comparado com outras doengas infecciosas, jamais
mereceu a aten¢do dos demdgrafos. Nos registros antigos, aparecem
descri¢des de doencas no homem e nos animais que se assemelham
as da raiva. Aparentemente, os sinais da raiva nao sofreram alteragdes
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por milhares de anos e as descobertas da epidemiologia
molecular atestam que algumas dessas amostras de virus
teriam surgido ha milhares de anos (BLANCOU, 2004).
No tratado médico intitulado “De Modo Prognosticandi
et Curandi Febres”, escrito por Frederico Grisogono, da
Era da Renascenca, e publicado em Veneza em 1528,
consta que “no caso da mordedura de um cdo raivoso o
processo leva vdrios meses, porque o veneno fica escondido
1o sangue por 3, 4, ou 5 meses até o coragdo tornar-se in-
fectado. Quando o coragdo é afetado, seguem-se alteragoes
abruptas e reagoes adversas - o paciente comega a perder
sua memoria, tem medo de dgua e morde com mordida
venenosa e contagiosa, em consequéncia a agressio por
um cdo raivoso” (MUTINELLI et al., 2004). Outro mé-
dico italiano, Girolamo Fracastoro, no seu tratado “De
Contagione et Contagiosis Morbis et Curatione”, de 1530,
descreveu que a doenga era transmitida por meio da sa-
liva de um animal infectado e o periodo de incubagao
ndo era inferior a 20 dias, em média de 30 dias, podendo
estender-se de quatro a cinco meses ou, em raras vezes,
de um a cinco anos (FERREIRA, 2005).

Na metade do século XVIII, a raiva urbana que aco-
mete os cdes surgiu na Europa, transmitida provavel-
mente por um animal silvestre (desconhecido), devido
principalmente ao aumento da populacao de cées asso-
ciado as grandes aglomeragdes humanas (ADAMSON,
1977). Os cées infectados com o virus da raiva viajaram
pelo mundo com os colonizadores europeus, disse-
minando o virus para novos continentes e territdrios.
Subsequente a introducdo da doenga para novas areas
geograficas, o virus pode ter sido transmitido para novas
espécies de animais silvestres, o que, ao longo do tempo,
possibilitou a evolugdo para novas estirpes de virus. Os
estudos moleculares sugerem que a Europa foi origem
do virus da raiva para o mundo, transmitido pelos cées,
e o virus foi denominado de “linhagem cosmopolita”
(NADIN-DAVIS; BINGHAM, 2004).

Distribuicao geografica

Africa

E provavel que a raiva esteja presente no Norte da
Africa por milénios, uma vez que as civilizacdes huma-
nas dessa regiao tém mantido comunicagdo com a regiao
do Oriente Médio e Sul da Europa, onde a ocorréncia da
doenca é conhecida desde a antiguidade. No entanto, a
raiva transmitida pelos cies ndo era comum na Africa
antes do estabelecimento de colonizadores europeus. Ha
registros de ocorréncia da raiva canina na Africa do Sul
entre 1770 e 1880. Entretanto as primeiras constatagoes
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confidveis aconteceram no final do século XIX, quando
unidades do Instituto Pasteur foram estabelecidas na
Argélia e na Tunisia, para a produ¢ao de vacina antirra-
bica destinada a imunizagdo humana. O primeiro foco
de raiva na Africa Subsaariana aconteceu em 1893, em
Port Elizabeth, na costa Sudoeste da Africa do Sul, atin-
gindo principalmente cées, gatos e herbivoros domés-
ticos. A epidemia foi relacionada a importagdo de um
cdo da raca aire dale terrier da Inglaterra em 1892. A co-
lonizagdo europeia introduziu a raiva em toda a Africa
Oriental e Ocidental, e os estudos de andlises antigénicas
e genéticas realizadas com as amostras de virus isoladas
da regiao Sul indicaram que ha, pelo menos, dois bidti-
pos distintos de raiva terrestre. Um biétipo é mantido
em cdes domésticos e canideos silvestres, enquanto que
o outro biotipo esta associado com varios herpestideos
(Cynictis penicillata, Galerella sanguinea, Suricata suri-
catta) e viverrideos (Genetta genetta) (NADIN-DAVIS;
BINGHAM, 2004).

América do Norte (Canada e os Estados Unidos da Amé-
rica — EUA)

O primeiro registro da raiva canina nos EUA acon-
teceu no Estado da Virginia em 1753 e no final do século
atingiu a costa Oeste dos EUA. No Canada, o primeiro
caso humano foi registrado em 1819, tendo como trans-
missor uma raposa. O segundo caso ocorreu em Que-
bec, em 1839, associado a um cdo. Casos esporadicos de
raiva foram registrados ao Sul de Saskatchewan, prova-
velmente transmitidos por caes introduzidos do Estado
de Dakota do Norte, EUA. Entre 1907 e 1945, foram rela-
tadas epidemias de raiva em cies em Ontério e Quebec,
com caes raivosos cruzando o Estado de Nova Iorque
através da peninsula do Nidgara.

Em relagdo a raiva em animais silvestres, lobos e ra-
posas com sinais de raiva foram encontrados em Ohio,
no inicio de 1800. Em Massachusetts, as raposas ja ha-
viam sido incriminadas por causarem raiva em cdes em
1812. As epidemias de raiva em animais silvestres envol-
viam principalmente as raposas-cinzentas (Urocyon ci-
nereoargenteus) e as raposas-vermelhas (Vulpes vulpes),
no estado da Florida entre 1953 e 1958. Outros canideos
silvestres, como as raposas do Artico (Alopex lagopus),
sdo importantes reservatorios no Norte do Continente
Americano, conhecidas desde a época de 1800 na Groen-
landia. A partir de 1907, casos de raiva em caes e em hu-
manos foram registrados no Alasca e Norte do Canada.
Outros carnivoros silvestres, como o cangamba (striped
skunk, Mephitis mephitis; spotted skunk, Spirogale graci-
lis, Spirogale putorius), sao conhecidos como fontes de
infeccdo da raiva ao ser humano, com o registro mais



antigo datado de 1826 no Estado da Califérnia, e desde
1940 o cangamba tem sido reconhecido como importante
reservatério da raiva nos EUA e no Canada. Em 1988, no
Texas, na regido de fronteira com o México, uma variante
do virus da raiva de cao foi responséavel por uma epide-
mia em coiotes (Canis latrans).

A partir de 1947, surgiu uma variante do virus da
raiva em raccoons (Procyon lotor) no Estado da Florida.
Na década de 50 do século passado, a doenga tornou-se
endémica na Costa Leste dos EUA e, em 1999, a epide-
mia atingiu os raccoons da Provincia de Ontario, Canada,
atravessando o rio Saint Lawrence (NADIN-DAVIS;
BINGHAM, 2004).

América Latina e Caribe

Anterior ao estabelecimento da colonizagao europeia,
nao hd registros de ocorréncia da raiva canina na Amé-
rica do Sul. No México, a doenga era conhecida desde
1709, enquanto que, no Peru, foi reconhecida em 1803,
e na Argentina, em 1806, em caes de caga introduzidos
pelos soldados ingleses. O Uruguai registrou o primeiro
caso em 1807, a Coldmbia em 1810 e o Chile em 1835. No
final do século XX, numerosos casos foram registrados
no México e no Brasil, enquanto Equador e Colombia
registraram menor numero de casos (NADIN-DAVIS;
BINGHAM, 2004).

Um estudo sobre a histéria evolutiva do virus da raiva
canina no Brasil, realizado por meio de andlise filogené-
tica, indicou que a introdugao do virus ocorreu por volta
do final do século XIX e no inicio do século XX, muito
tempo depois do periodo de colonizagido europeia. No
entanto, esse periodo corresponde ao de grande movi-
mento imigratério da Europa para o Brasil. O virus da
raiva posteriormente disseminou-se entre os animais
carnivoros nativos durante o século XX, quando ocorreu
o0 processo acelerado de desenvolvimento e urbanizagdo
no pais (KOBAYASHI et al.,, 2011).

No Nordeste do Brasil, variantes do virus da raiva ca-
nina foram isoladas de cachorros-do-mato (Cerdocyon-
thous) (CARNIELI et al., 2009) e raposinhas do Nordeste
(Dusicyon vetulus) (BERNARDI et al., 2005), além de
uma variante do virus da raiva isolada de saguis (Calli-
thrix jacchus) (BATISTA-MORALIS et al., 2000).

No Caribe, a raiva em caes era conhecida desde a
época da colonizagdo espanhola, como em Barbados
(1741), Guadalupe (1776), Reptblica Dominicana e Ja-
maica (1783). O mangusto (Herpestes auropunctatus),
introduzido da India nas décadas de 1870 e 1880 para
combater os roedores nas planta¢des de cana-de-acucar,
inicialmente, na Jamaica e, posteriormente, em outras
ilhas caribenhas, é considerado importante reservatério
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para o virus da raiva em Cuba, Granada, Republica Do-
minicana, Haiti e Porto Rico (NADIN-DAVIS; BIN-
GHAM, 2004).

Oriente Médio, Asia e Oceania

Uma revisao histdrica da raiva menciona varios re-
latos de raiva em cies na Turquia, em 1586. Por volta de
1850, um incidente de raiva na cidade de Adailia, territo-
rio turco, envolveu um lobo raivoso que havia atacado
mais de cem pessoas. Varias delas apresentaram quadro
de raiva e morreram semanas depois. Na China, o pri-
meiro relato da raiva humana aconteceu em 1857, em
Hong Kong, causado por um céo inglés, e o segundo caso
aconteceu em Cantao, no ano de 1860. Alguns nativos
chineses e dois europeus que moravam préximo a cidade
de Beijing morreram devido a hidrofobia causada por
caes pertencentes aos europeus. Assim, a raiva passou
entdo a ser conhecida como doenca comum em cées cria-
dos pelos europeus (NADIN-DAVIS; BINGHAM, 2004).

Em 1893, na cidade de Nagasaki, Japao, ocorreu uma
epidemia de raiva em um bairro habitado por estran-
geiros, com 76 pessoas agredidas por caes e dez ébitos
humanos. Na provincia de Aomori, Norte do Japao, um
cdo infectado procedente da Russia agrediu 47 pessoas e
11 delas foram a 6bito. O Japao registrou muitos casos de
raiva a cada ano, pelo menos até 1906, e em 1923 ocor-
reu uma epidemia com 235 mortes humanas. Entre 1959
e 1968, foram considerados livres de raiva Hong Kong
(altimo caso em 1955), Taiwan (desde 1959), Japao (1956),
Malasia e Cingapura (ultimo caso em 1953) (NADIN-
DAVIS; BINGHAM, 2004).

India e Filipinas atualmente registram maior nu-
mero de ocorréncia de raiva na regido Sudeste da Asia.
Outros paises, como Tailandia e Indonésia, apresentam
um numero elevado de casos de raiva humana, assim
como Sri Lanka e paises da Indochina. Os reservato-
rios silvestres da raiva sdo virtualmente desconhecidos
na Asia e, em muitas regides tropicais, o “raccoon-dog”
(Nictereutes procyonoides) esta migrando da Asia Cen-
tral para a Europa, representando uma séria ameaca a
reintrodugdo do virus da raiva para os cies e raposas
da Europa Ocidental. Na Jordania e Israel, lobos e cha-
cais sdo os principais reservatdrios do virus da raiva
(YAKOBSON; DAVID; ALDOMY, 2004), assim como
no Ird, Afeganistao, Paquistao, Nepal e India (NADIN-
DAVIS; BINGHAM, 2004).

Por outro lado, as ilhas do Pacifico, bem como a Aus-
tralia e a Nova Zelandia, tém conseguido manter-se livre
da raiva. A Australia apresentou um caso de raiva canina
na Tasménia em 1867 e, desde entdo, mantém-se livre da
doenga (NADIN-DAVIS; BINGHAM, 2004).
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Europa

Na Idade Média, na Europa e na regido Mediterranea,
os reservatdrios mais importantes eram os caes, lobos e
chacais. Os primeiros perambulavam pelas ruas, por isso
mesmo as amostras de virus isoladas de cdes e de outros
animais foram denominadas de “virus de rua” (street virus
ou virus de calle). Nos paises da Europa Ocidental, apds o
controle da raiva em cées, a doenga passou a ocorrer quase
exclusivamente em animais silvestres. O esfor¢o para con-
trolar a doenga em animais mamiferos terrestres comegou
com agdes voltadas para a popula¢ao de raposas-verme-
lhas (Vulpes vulpes), com utilizagdo de iscas contendo va-
cina antirrabica. Ao controlar a raiva em animais silvestres,
alguns paises da Europa Ocidental atingiram o status de
paises livres de raiva, como Holanda (1991), Suica (1999),
Franga (2000), Bélgica e Luxemburgo (2001), e Reptiblica
Tcheca (2004) (NADIN-DAVIS; BINGHAM, 2004).

A raiva em morcegos

No inicio do século passado, uma estranha doenga aco-
metia os bovinos e equideos no Estado de Santa Catarina.
Inicialmente, a doenga foi diagnosticada como peste bo-
vina. No entanto Carini (1911) foi o primeiro a diagnosticar
raiva em um bovino morto por essa doen¢a e mencionou
em sua publicagdo que o morcego hematofago poderia ser
o reservatorio do virus. Os pesquisadores da época, porém,
consideraram o fato como “fantasia tropical”. Pouco tempo
depois, Haupt e Rehaag (1925) confirmaram o envolvimento
do morcego hematdfago Desmodus rotundus na transmis-
sdo da doenga aos bovinos. Entre 1925 e 1929, foi registrada
a ocorréncia de botulismo em bovinos e poliomielite ascen-
dente em seres humanos, na ilha de Trindade, no Caribe
(CARNEIRO, 1936). Dois médicos americanos desfizeram
o erro diagnostico: a doenga em bovinos e humanos tratava-
se de raiva transmitida pelos morcegos hematéfagos (PA-
WAN, 1936).

Nos episodios de Santa Catarina, o morcego frugi-
voro Phyllostoma superciliatum, (atualmente Artibeus
lituratus) foi diagnosticado como positivo para raiva
por Haupt e Rehaag, porém, aparentemente, o primeiro
diagnéstico da raiva em morcego nao hematéfago foi re-
alizado na ilha de Trindade, no morcego Artibeus plani-
rostris (CARNEIRO, 1936). Investigacdes realizadas nos
morcegos da ilha revelaram que 64 morcegos D. rotun-
dus, quatro Artibeus planirostris e um morcego insetivoro
Diclidurus albus estavam infectados com o virus da raiva
(PAWAN, 1936). Esses morcegos nao hematoéfagos foram
os unicos relatados com raiva antes dos anos 50 do século
passado. No entanto esses achados néo despertaram inte-
resse nem mesmo contestagdes por pesquisadores, com-
parado ao que aconteceu com a descoberta da raiva nos

24 mvész

morcegos hematoéfagos (KING; HAAGSMA; KAPPE-
LER, 2004). Porém, néo foi o que aconteceu apos o re-
lato de um menino mordido por um morcego insetivoro
(Diclidus albus) infectado pelo virus da raiva no Estado
da Florida, EUA (VENTERS et al., 1954). O fato desper-
tou interesse em outras partes do mundo e ja no final da
década de 1950 a presenca do virus da raiva em morcegos
ndo hematéfagos tinha sido confirmada na maioria dos
paises da América Central, América do Sul, América do
Norte, Africa e Europa (BAER; SMITH, 1991).

Na Ilha de Lagos, Nigéria, Africa, foi isolado do morcego
frugivoro Eidolon helvum um virus sorologicamente seme-
lhante ao virus da raiva e, na Africa do Sul, de vérios mor-
cegos insetivoros, nas décadas de 1960 e 1970, denominados
de virus relacionados a raiva (rabies-related virus), por causar
uma doenga muito semelhante a raiva (SHOPE et al., 1970).

No Brasil, o virus da raiva foi isolado de morcegos
hematdfagos Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e
Diaemus youngi e de numerosas espécies de morcegos
de hébitos alimentares distintos (UIEDA et al., 1996). A
lista de morcegos positivos para raiva, de 1996 a 2009,
inclui 41 espécies pertencentes a 25 géneros e trés fami-
lias: Phyllostomidae (43,9%), Vespertilionidae (29,3%) e
Molossidae (26,8%) (SODRE; GAMA; ALMEIDA, 2010).

Todos os morcegos da Europa sao de habito inseti-
voro (familias Rhinolophidae, Vespertilionidae e Molos-
sidae) e o virus da raiva foi isolado do morcego Nyctalus
noctula na Tugoslavia, na década de 1950. Em Hamburgo,
Alemanha, em 1954, um garoto foi mordido por um mor-
cego nao identificado. O cérebro do morcego foi negativo
ao exame da raiva, porém foram encontrados numerosos
corpusculos de Negri nos cérebros de camundongos em
sua primeira passagem. Nos 30 anos seguintes, 0s casos
de raiva em morcegos foram diagnosticados intermiten-
temente em varios paises europeus, porém 0s mesmos
foram considerados como meras curiosidades cientifi-
cas. Em 1985, na Dinamarca, pais considerado livre da
raiva, foi registrada uma epidemia de raiva em morcegos
Epitesicus serotinus e, no final do século, a doenca ha-
via alcangado os morcegos de 17 paises europeus, com
mais de 600 casos. As espécies positivas para raiva in-
cluem Nyctalus noctula, Myotis myotis, E. serotinus, Myo-
tis dasycneme, Pipistrellus nathusii, Vespertillio murinus,
Mpyotis daubentonii, e Pipistrellus pipistrellus. Porém, o
grau de ameaca a saide para os seres humanos e animais
domésticos representado por esses morcegos insetivoros
infectados continua desconhecido. Os morcegos positi-
vos para a raiva foram encontrados na Polonia, Tugosla-
via, Turquia, Tchecoslovaquia, Franca, Espanha, Suica,
Eslovaquia, Ucrania, Reino Unido, Alemanha, Finlandia,
dentre outros (KING, HAAGSMA; KAPPELER, 2004).



Na Austrilia, o virus foi isolado do morcego frugi-
voro Pteropus alecto e de outros morcegos insetivoros, a
partir de 1996 (FRASER et al., 1996). Da Asia Central a
Sibéria, outros morcegos insetivoros foram identificados
como positivos para o virus da raiva. Atualmente, as ca-
racteristicas desses virus sao utilizadas como base para
a classificagdo de espécies dentro do género Lyssavirus
(FOOKS, 2004).

Ocorréncia mundial

Existem poucos dados sobre a ocorréncia da raiva no
mundo. A raiva é endémica em mais de cem paises. Al-
guns paises constituidos por ilhas e arquipélagos, como
Islandia, Japdo e Reino Unido, e outros paises da Europa,
como Bélgica, Finlandia, Fran¢a, Grécia, Noruega, Por-
tugal, Espanha, Suécia e Suiga, sdo considerados livres de
raiva. Paises do continente americano como Uruguai, Bar-
bados, Jamaica e muitas ilhas do Caribe Inglés ndo tém
mais notificado a ocorréncia da raiva em seus territorios
nos ultimos anos (WHO, 2005). O Uruguai, que era con-
siderado pais livre da doenga, em 2007, registrou uma epi-
demia de raiva em bovinos transmitida pelos morcegos D.
rotundus, nos arredores de Tranqueras, departamento de
Rivera, a 450 km ao Norte de Montevidéu e a 50 km da
cidade brasileira de Santana do Livramento (UOL, 2007).

Ha estimativas de que anualmente morrem de raiva
55.000 pessoas na Africa e na Asia, especialmente em zo-
nas rurais (intervalo de confianca, com a = 0,10: 24.500
- 90.800), com uma estimativa de morte de 56% na Asia
e 44% na Africa. Somente na India, essa estimativa é de
30.000 mortes/ano, isso é, uma incidéncia anual de trés
mortes a cada 100.000 pessoas (WHO, 2005). A estima-
tiva de 30.000 a 50.000 mortes humanas/ano consta nos
documentos intitulados World Survey of Rabies - WSR,
elaborados pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO).
Na edi¢do do WSR n° 34, de 1998, a ocorréncia mundial
da raiva humana foi de 33.373 e 32.342 casos animais. Jd na
edicdo WSR n° 35, de 1999, 0s casos humanos baixaram
para 1.866, enquanto em animais foram 34.141 casos. E
notoria a discrepancia nos dados de um ano para outro e
a partir deste numero nao foi mais editada a série de pu-
blicagao intitulada WSR pela WHO. No final da década
de 90 do século passado, tornou-se disponivel a versio
eletronica RABNET para recuperar os dados de ocorrén-
cia da raiva no mundo, através do endereco http://www.
who.int/rabies/rabnet.

Importancia econdmica e social

Os prejuizos econdmicos diretos causados pelas
mortes de animais alcancam milhées de ddlares/ano
em paises do continente americano em que a economia
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se baseia na producio de animais de interesse em saiude
animal. Fora do Continente Americano, em locais em
que ndo existem morcegos hematofagos, a ocorréncia da
raiva em animais domésticos é esporadica. Na América
Latina, em 1984, o prejuizo econdmico em consequén-
cia da raiva transmitida por morcegos hematdfagos foi
estimado em USs 42 milhdes/ano, sendo que no Brasil
esse valor se aproximava de USs$ 30 milhdes (ACHA;
MALAGA-ALBA, 1988).

Importancia em satude publica

Desde os tempos remotos, a raiva vem exigindo aten-
¢do dos governantes para o seu controle e, a partir do de-
senvolvimento de uma vacina antirrabica por Pasteur, ha
mais de cem anos, o perfil de ocorréncia da raiva vem se
alterando gradualmente nos paises em que foram adotadas
medidas de controle mais estritas voltadas para os reser-
vatdrios domésticos. A raiva humana determinada pela
agressao por cdes esta decrescendo nas Ameéricas, porém
estd se tornando cada vez mais frequente a participagdo
de animais silvestres na transmissdo da doenga aos huma-
nos (BELOTTO, 2000). No Estado do Par4, Brasil, foram
registrados 22 6bitos humanos em 2004, e 24 mortes no
Maranhio em 2005, com a maioria dos casos relacionada
a transmissao pelos morcegos D. rotundus(BRASIL, 2011).

No mundo, os cées ainda representam 90% dos ca-
sos de exposi¢do a raiva e aproximadamente 99% das
mortes humanas pela raiva. Em muitos paises em desen-
volvimento, os custos desses programas impedem a sua
execucdo. Em paises desenvolvidos, o controle efetivo da
raiva em cdes representa um gasto adicional de recursos
publicos. Nos EUA, esse custo foi estimado em mais de
USs300 milhdes anuais, sendo a maioria destinada para
a vacinacdo de cdes. No Brasil, o orcamento destinado
para a prevengao da raiva alcangou USs$ 28 milhdes, em
2004. A cada ano, devem ser revacinados milhdes de ani-
mais, e a reintroduc¢do da doenga através de transporte de
animais infectados procedentes de outras areas poderia
representar possiveis falhas no programa (WHO, 2005).

Etiologia
O virus da raiva

Até pouco mais da metade do século passado, acredi-
tava-se na etiologia unica do virus da raiva acometendo
um grande numero de mamiferos. Os virus apresentam
forma cilindrica semelhante a uma bala de revolver, com
uma extremidade arredondada e outra mais plana, com
didmetro médio de 75 nm e comprimento de 100 a 300
nm, variando de acordo com a amostra considerada
(TORDO, 1996).
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O virus da raiva é envelopado e sensivel aos solven-
tes organicos, como solugao de sabao, éter, cloroférmio,
acetona, etanol, solu¢ao de iodo e compostos de amdnio
quaterndrio, assim como formol, fenol, bicloreto de mer-
curio, sais minerais, acidos e alcalis fortes, detergentes,
agentes fisicos (calor, luz ultravioleta) e as condigdes am-
bientais, como dessecagdo, luminosidade e temperatura
excessiva (WUNNER, 1991; KAPLAN, 1996).

Porém, o virus permanece viavel quando mantido em
solugdo salina contendo 50% de glicerina (AGUILAR-
SETIEN et al., 2003), no estado liofilizado a 4°C, em frag-
mentos de tecido nervoso mantidos entre -30 e -60°C,
ou em suspensoes acrescidas de soro, leite ou gema de
ovo esterilizado, que prolongam a viabilidade do virus
(MAYR; GUERREIRO, 1972).

O genoma dos lissavirus é composto por uma cadeia
de RNA de fita simples nao segmentado e nao infeccioso,
com polaridade negativa, com tamanho variando de11a15
kb e peso molecular de 3,5 a 4,6 x 10 KDaltons. O RNA ge-
ndmico ¢é transcrito em cinco RNAs mensageiros subgeno-
micos, que sdo traduzidos em cinco proteinas, mantendo
a seguinte sequéncia: a nucleoproteina N, a fosfoproteina
P (previamente denominada M1), a proteina da matriz
M (previamente denominada M2), a glicoproteina G e a
RNA polimerase-dependente (L). O gene apresenta duas
regides intergénicas nao codificantes: uma esta situada
entre os genes que codificam M e G e a outra, entre os ge-
nes que codificam G e L, a qual foi previamente chamada
“pseudogene - “y” (BROOKES et al,, 2004).

Os primeiros estudos filogenéticos do virus do género
Lyssavirus foram realizados com sequéncia completa da
nucleoproteina N. Posteriormente, surgiram outros estu-
dos utilizando sequéncia parcial ou completa da nucle-
oproteina N, segmentos do gene G e regido intergénica
G-L, e sequéncia completa do gene P. Com o uso de
técnicas da bioinformatica, é possivel comparar gene-
ticamente uma amostra viral recém-isolada com outra
registrada no GenBank, apds o sequenciamento gend-
mico, estudo do alinhamento (THOMPSON et al., 1997)
e confec¢do do dendrograma, para permitir a analise fi-
logenética e estudo de epidemiologia molecular (PAGE,
1996). As sequéncias do nucleotideo estdo depositadas
no EMBL/GenBanky8 (PATHINFO, 2006), identifica-
dos com numeros para acesso, por exemplo, D10499;
Ko02869; AB117969; M61047.

Taxonomia

A Comissdo Internacional de Taxonomia dos Virus
(ICTV, 2009) inclui os virus da raiva dentro do género Lys-
savirus, familia Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales,
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representados por onze espécies: Aravan virus (ARAV),
Australian bat lyssavirus (ABLV), Duvenhage virus (DUVV),
European bat lyssavirus 1 (EBLV-1), European bat lyssavirus
2(EBLV-2), Irkut virus (IKV), Khujand virus (KHUJV), Lagos
batvirus (LBV), Mokola virus (IMOKV), Rabies virus (RABV) e
0 West Caucasian bat virus (WCBV).

Os virus do género Lyssavirus eram diferenciados em
quatro sorotipos distintos, a saber: sorotipo 1 ou os virus
“classicos” da raiva; o sorotipo 2 ou o Lagos bat virus;
sorotipo 3 ou Mokola virus, isolado do musaranho Cro-
cidura sp., em 1968 na Nigéria, e o sorotipo 4, Duvenhage
virus, isolado de um paciente humano que havia sido
mordido por um morcego insetivoro nao identificado na
Africa do Sul, em 1970. Os sorotipos de 2 a 4 foram deno-
minados de virus relacionados a raiva (rabies-related ou
rabies-like) (SHOPE et al., 1970). Outros virus isolados
de morcegos insetivoros da Europa haviam sido designa-
dos pelo nome do seu género, o European bat Lyssavirus
tipo 1, isolado do morcego insetivoro Epitesicus serotinus
da Dinamarca em 1985, e 0 European bat Lyssavirus tipo 2
(EBLV-2), isolado de um bidlogo sui¢o morto ap6s mani-
festar doenca semelhante a raiva, na Finldndia, em 1985, e
mais tarde isolados de morcegos insetivoros Myotis dau-
bentoni e Myotis dasicneme, da Europa (FOOKS, 2004).

A partir de 1994, os sorotipos passaram a ser deno-
minados de gendtipos e os sorotipos 1 a 4, constituidos
pelos RABV, LBV, MOKYV e DUVYV, passaram a ser de-
signados como genotipos 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Os
EBLV-1 e EBLV-2 isolados da Europa foram designados
como genoétipos 5 e 6 (WHO, 1994), e os virus isolados
de morcegos frugivoros e insetivoros da Australia, como
genotipo 7 (GOULD et al., 1998).

Outros quatro lissavirus foram incluidos no género
Lyssavirus: Aravan virus (ARAV) como gendtipo 8, iso-
lado do morcego insetivoro Myotis blythi, no Quirguis-
tio, Asia Central (ARAI et al., 2003); Khujand virus
(KHUV), gendtipo 9, isolado do morcego insetivoro
Myotis mystacinus, no Norte de Tajiquistao (KUZMIN
et al., 2003); e Irkut virus (IRKV), gendtipo 10, isolado
do morcego Murina leucogaster, na Sibéria Oriental. O
lissavirus isolado do morcego Miniopterus schreibersi da
montanha do Caucaso passou a ser denominado de ge-
nétipo 11, “West Caucasian Bat lyssavirus (WCBV)” (BO-
TVINKIN et al,, 2003). Mais recentemente, o Shimoni
virus (SHIBV) isolado do morcego Hipposideros commer-
soni no Quénia, foi descrito como nova espécie do género
Lyssavirus (KUZMIN et al., 2010).

Os lissavirus foram categorizados em dois ou trés filo-
grupos distintos. Os genotipos 1, 4, 5, 6 e 7, 0 Aravan vi-
rus, Khujand virus e o Irkut virus compdem o filogrupo
I. O grupo II contém os dois virus africanos divergentes,



os genotipos 2 e 3. O mais divergente WCBYV foi colo-
cado a parte, no filogrupo III. Os lyssavirus LBV, MOKV
e DUVV estio restritos geograficamente a Africa, os
EBLVs, aos morcegos insetivoros da Europa e o ABLV,
aos morcegos frugivoros e insetivoros da Australia
(FOOKS et al., 2003).

Apesar do numero cada vez mais crescente de espé-
cies no género Lyssavirus, a World Organisation for Ani-
mal Health (OIE) considera como sendo raiva apenas a
doenga causada pelos virus do genétipo 1 (OIE, 2011). Os
virus relacionados a raiva (genétipos 2 a 4) foram deno-
minados de “lissavirus ndo raiva’, incluindo outros ge-
noétipos (5 a 11) que sao conhecidos genericamente por
lissavirus. A doenga neurolégica observada no homem e
nos animais é denominada de lissavirose (THE CENTER
FOR FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH, 2009).

Os lissavirus (EBL1 e EBL2) isolados de morcegos in-
setivoros da Europa sio mesmo virus da raiva? Embora
Shope et al. (1970) tenham introduzido o termo “virus
relacionados a raiva’, pois a doenga causada pelo LBV era
indistinguivel da raiva classica (gendtipo 1), esse termo
deve ser abandonado e os lissavirus devem ser tratados
como agentes causadores da raiva (KING, HAAGSMA;
KAPPELER, 2004).

Hospedeiros

No mundo, os hospedeiros considerados “reserva-
toérios” variam conforme a localizagdo geografica. Na
América do Norte, com o desaparecimento do virus na
populagdo de caes e gatos domésticos, os reservatorios
silvestres do virus da raiva sao raposas (Vulpes vulpes),
raccoons (Procyon lotor), cangamba (Mephitis mephitis),
lobos (Canis lupus), coiotes (Canis latrans), raposas do
artico (Alopex lagopus) e diferentes espécies de morcegos
insetivoros. No México, além de coiotes e gambas, o virus
¢ encontrado na popula¢ao de morcegos hematofagos e
nao hematdfagos.

Na Europa, as raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) e o
raccoon-dog (Nictereutes procyonoides) sdo os mais cita-
dos. No Continente Africano, além de cies, os carnivo-
ros silvestres, tais como hienas (Hyaena brunnea, Crocuta
crocuta), chacais (Canis simensis, Canis mesomelas, Canis
adustus), mangusto amarelo (Cynictis penicillata), rapo-
sas (Otocyon megalotis, Vulpes sp) e civetas (Civettictis-
civetta), sao os mais importantes (MACINNES, 1988;
RUPPRECHT; STOHR; MEREDITH, 2001).

Nas ilhas do Caribe Espanhol, o virus é isolado do
mangusto comum (Herpestes auropunctatus). Na América
do Sul, ha relatos de isolamento de guaxinim (Procyon-
cancrivorous), lobo-guara (Crysocyonbrachyurus), sagui
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do Nordeste (Callithrix jacchus), raposa do Nordeste
(Dusicyon vetulus), coati (Nasua nasua), cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous), gato-do-mato (Leopardus tigri-
nus), onga-pintada (Panthera onca), além de numerosas
espécies de morcegos (CORREA; PASSOS, 2001).
Dentre as espécies consideradas como hospedeiros
terminais, os bovinos (Bos taurus, Bos indicus), equinos
(Equus caballus), caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovis
aries), bufalos domésticos (Bubalus bubalis) e silvestres,
suinos (Sus domesticus), javalis (Sus scrofa), iaques (Bos
grunniens), diferentes espécies de cervos, lhamas (Lama
guanicoe), elefantes, dentre outros, sdo as espécies nao
carnivoras mais envolvidas com os episddios da raiva. Por
sua vez, a raiva envolvendo roedores como coelhos (Le-
pus sp), cobaias (Cavea porcellus), hamsters (Mesocricetus
auratus) e esquilos (Callosciurus sp) é rara na literatura
(SODJA; MATOUCH; LIM, 1971; BROWN; TINGPA-
LAPONG; ANDREWS, 1979; SVRCEK; ONDREJKA;
MLYNARCIKOVA, 1984; WINKLER, 1991;MATTOS;
MATTOS; RUPPRECHT, 2001), muito provavelmente
porque esses animais ndo resistiriam ao ataque de um
animal raivoso como cies, gatos ou outros reservatdrios
carnivoros (CHILDS et al., 1997). (&)
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Seroprevalence of CAE in dairy goats in the Sisal region, state of Bahia,
Brazil

Veschi, J.L.a."; Martins, R.J.2; Zafalon, L.F.3; Costa, M.M.% Ramos, E.M.5;
Peixoto, R.M.5; Castro, R.S.”

A Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma das mais importantes enfermi-
dades infecciosas dos caprinos. Essa sindrome multissistémica de ocorréncia
mundial e cardter cronico é causada por um Lentivirus dos Pequenos Rumi-
nantes (LVPR) e caracteriza-se por poliartrite, mastite e pneumonia nos adul-
tos e leucoencefalomielite nos jovens. No Brasil, a CAE tem sido relatada em
varias regides. Foram avaliados 1.120 animais de ambos os sexos e de diferentes
faixas etdrias de 52 rebanhos de caprinos leiteiros de trés municipios e dois
distritos do Territorio do Sisal, no Estado da Bahia, por imunodifusdo em gel
de dgar para avaliar a soroprevaléncia de anticorpos do virus da CAE. Em cada
rebanho, foram coletadas pelo menos 15 amostras de sangue, estratificadas da
seguinte maneira: um reprodutor, sete a nove matrizes em lactagdo, quatro
a sete cabritas puberes e trés a cinco filhotes em aleitamento. A variagdo do
nimero de animais amostrados foi devido a disponibilidade de animais em
cada propriedade. A soroprevaléncia geral foi de 12,05% (135/1.120). A maior
soroprevaléncia foi encontrada no municipio de Santa Luz, com 21,43%, e a
menor no distrito de Ouro Verde, em que somente 4,66% dos animais avalia-
dos apresentaram resultado positivo ao teste de IDGA. Todos os distritos que
tiveram animais avaliados no presente estudo apresentaram positividade para
CAE. A soropositividade dos rebanhos foi de 30,77% (16/52), com minima de
20,0% (Sdo Domingos) e maxima de 50% (Santa Luz). Diante dos resultados
obtidos, é possivel concluir-se que a CAE estd amplamente disseminada nos
animais leiteiros dos municipios estudados do Territério do Sisal, Estado da
Bahia. Considerando a importancia da caprinocultura leiteira para os criado-
res dessa regido, é necessaria a intensificagdo das medidas sanitarias necessa-
rias para o controle da CAE.
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Desenvolvimento de um método de captura RT-PCR em microplacas
para a deteccdo do virus da influenza avidria

Montassier, H. J."; Di Pillo, F.2; Brentano, L3; Montassier, M.F.S."; Reischak,
D.% Mendonca, A.*

Avian influenza viruses (AIV) cause infection processes in several species
of birds and is particularly important in chickens, varying from unapparent
to severe disease and death, depending on the host and virus strain. AIV
infections can be diagnosed by analyzing tracheal or cloacal swab samples
collected from infected birds, but when highly pathogenic AIV is suspected to
be involved in an outbreak, in addition to oral and cloacal swabs, other tissues
should be often targeted to monitor this infection in birds. The polymerase
chain reaction (PCR) and reverse transcription-PCR (RT-PCR), including the
conventional and real-time RT-PCR techniques have been routinely used for
the rapid detection of Matrix glycoprotein gene (M gene) of AIV and for the
laboratory diagnosis of this virus infection. Despite the availability of various
RNA extraction methods for using in RT-PCR, isolation and detection of viral
RNA are still difficult due to the unstable nature of viral RNA molecules and
the presence of PCR inhibitory substances in biological samples. In this study,
a simple method using polyclonal antibodies from AIV hyperimmunized
chicken sera were used for developing a microplate immune-capture (MIC)
method to recover viral RNA from samples containing the H2N2 AIV
strain and the results were compared to a standard commercial method
recommended for AIV RNA extraction; the Ambion H MagMAXTMkit;
followed by the application of conventional and real-time RT-PCR methods.
The results showed that both RNA extraction methods were equally efficient
in detecting the H2N2 AIV in conventional and real-time IC-RT-PCR,
without generating non-specific detection of non-related avian RNA-virus
pathogens, such as Newcastle disease virus, avian infectious bronchitis virus
and Gumboro Disease Virus. Comparable analytical sensitivity was also found
in RT-PCR techniques by testing RNA obtained form MIC or standard RNA
extraction, either when AIV was tested in allantoic fluid suspensions or in
spiked tracheal and cloacal swab samples. In conclusion, the MIC protocol
reported in the present study can be advantageously used in extracting high-
quality RNA for accurate detection of AIV from tracheal and cloacal swabs,
or allantoic fluid samples by conventional and real-time RT-PCR techniques
and could be an alternative to the imported commercial RNA extraction Kits.
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Polimorfismo da nucleoproteina do virus da raiva de amostras isoladas
no Estado do Rio de Janeiro

Pereira, S.R.F.G."; Chicarino, C.N."; Vieira, L.F.P."; Castilho, J.G.%; Meireles,
M.A.D.", Kotait, 1.2; Camara, F.P3

Rabies virus belongs to genus Lyssavirus of the family Rhabdoviridae. The
viral nucleoprotein is responsible for several functions in viral particle such as,
packing and protects the RNA genome, and participates of transcription and
replication of genome. Rabies cause large loss in livestock industry from Rio de
Janeiro State, Brazil. All regions of the State are affected by rabies virus trans-
mitted by vampire bat. This work aims to evaluate the changes between the
sequences of the nucleoprotein of rabies virus isolated in Rio de JaneiroState.
The nucleoprotein gene of 32 samples was sequenced. The sequences length
were 1,301 nucleotide, that encoding 433 amino acids. These sequences were
aligned with reference sequence Pasteur virus fixed strain (PV GenBank acces-
sion number M13215), using ClustalW method. The nucleotide and amino acid
polymorphism were analyzed manually using the BioEdit software. Among
the samples of herbivores were showed 95 (7.30%) positions with mutation of
nucleotides. When comparing the 32 samples of herbivores with PV (GenBank
Mi3215), we observed that there were 257 (19.75%) positions with mutation.
Replacements of the transition type were more frequent than the transversion
type. Mutations in third nucleotide of the codon were more frequent than in
first and second nucleotide. Among the sequences of amino acid from herbi-
vores were showed 13 positions of amino acid substitution. It was observed an
increase of 21 replacement of amino acid when the herbivores sequences were
compared with PV, totalizing 34 amino acid mutations. The samples of rabies
virus show high polymorphism of its nucleotides, but at the level of amino
acid the polymorphism is low and even when there are changes in many cases
amino acid replacement occurs by the same biochemical amino acid group.
Thus the mutations found among the samples have little difference in func-
tionality of the protein, but the nucleotide mutations can be used in rabies
epidemiological studies.
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Abrigos de morcegos hematdfagos: identificacdo e mapeamento em
dreas rurais dos Estados de Sdo Paulo e Espirito Santo

Bernardo-Pedro, T."; Pereira, S.R.F.G."; Chicarino, C.N."; Vieira, L.FP.";
Azevedo, FA.M .2, Meireles, M.A.D."; Camara, F.P3

In Brazil, there are 150 species of bats, all of them from suborder Microchi-
roptera. Three of them correspond to vampire bats: Desmodus rotundus, Diphylla
ecaudata and Diaemus youngi. The common vampire bat D. rotundus has been
the main reservoir of rabies virus in rural areas. Shelters of bats can be classified
as natural or artificial. The study was conducted between 2008 and 2011. Twenty-
one shelters were mapped with a GPS unit. D. rotundus were captured in nine
field trips, using mesh nets set up in front of shelters. Ten shelters were mapped
in Campos dos Goytacazes; six were artificial and four were natural; they were lo-
cated at $22°00726,4”-W041°40°00,37/521032'14,7”-W041020°31,3/521048"31,2” -
W041038°20,77/521048°29,4”~W 041038°22,0”/522000°40,6"~W 041039°98,0”/
$21057°53,2”-W041027°59,0”/521058’18,3”-W041027°03,2”/S21047°09,6 "~
W041014°00,87/521046°02,6"~W 041035 44,0”/S21047°54,2"-W041036°28,2”.
Six shelters were found in Cardoso Moreira; half of them were artificial, and
the other half were natural; they were located at $21032’07,5"-W041035'46,9”/
$21032°29,0”-W041036’31,8”/521027°29,4”-W 041034°36,2”/521026°43,7”—
Wo041033°43,17/521030°28,7"-W041027°20,57/521032'29,9"-W041036°31,8”. Two
shelters were mapped in Miracema; one was natural, and the other was artifi-
cial; their location was $21°23'39,3"-W042°04’32,4”/521019°29,1”"~W042007°49,1".
One shelter was found in Quissama; it was artificial and located at S22°05715,7”-
Wo041°4120,2”. Another shelter was found in Bom Jesus do Norte; it was artifi-
cial and located at S$21°06’45,8”-W041°40’55,6”. The last shelter was mapped in
Italva; it was natural and located at $21°27°06,4"-W041°43’34,2”. In a field trip
to Campos dos Goytacazes (522°00°26,4”-W041°40’00,3”), four male bats were
captured. In Miracema (521°23°39,3”-W042°04’32,4”), 28 males and 23 females
were captured in three field trips. In Quissama, 117 bats (59 males and 58 females)
were captured in three field trips too. In a field trip to Bom Jesus do Norte, 26
males and 46 females were captured. In the last field trip, to Italva, one male and
13 females were captured. All mapped shelters were located in rural areas (distant
from urban centers), and most of them were far from human habitations. Most
shelters were artificial, showing the direct influence of humans on the spread
of bats. All field trips were made during the day, except the one to Bom Jesus
do Norte, made at night. In Italva, one vampire bat D. ecaudata was found. A
total of 263 bats were captured. Vampire bats play an important role in rabies
transmission, then the identification and mapping of their shelters are essential
to control the rural cycle of the disease.
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Molecular diagnosis by PCR of contagious ecthyma in goat and sheep

Santana, R.L."; Gomes, A.L.V."; Junior, J.H.P"; Nascimento, S.A."; Gil, LH.V.G.%;
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mvész 33



O ectima contagioso (EC) ¢ uma virose aguda que acomete caprinos e
ovinos, amplamente disseminada em todo o mundo. No Brasil, onde a ovino-
caprinocultura é amplamente praticada para producio de pele, carne e leite,
EC tem sido relatado como uma das principais enfermidades infecciosas de
caprinos e ovinos. Em certas situagdes, EC pode ser clinicamente confundido
com enfermidades vesiculares, como a febre aftosa, sendo assim necessario um
teste laboratorial direto para definigdo do diagnéstico diferencial, preferencial-
mente de rapida execugdo, como a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), que
ainda ndo tem sido amplamente testada com amostras brasileiras do virus EC.
O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar uma PCR para
diagnoéstico de EC. O DNA foi extraido de crostas de animais clinicamente
afetados por EC e de sobrenadantes de células de cornea fetal caprina (FCC 40)
ap0s passagem dessas amostras. A PCR foi realizada empregando-se os oligo-
nucleotideos iniciadores PPP3 (5'-tac gtg gga agc gcc tcg ct-3") e PPP4 (5'-gcg
agt ccg aga aga ata cg-3') que amplificam um produto de 235 pb do gene B2L,
da cepa NZ2 do virus EC. As condigoes de ciclagem consistiram em incubagao
inicial a 94° C por trés minutos, seguida de 30 ciclos: desnaturagao a 94° C por
30 segundos, anelamento a 65° C por 30 segundos, extensdo a 72° C por um
minuto, 72° C por dez minutos e uma etapa final a 4° C. Foram processadas
oito amostras de caprinos e 25 de ovinos, origindrios dos Estados da Paraiba,
Pernambuco, Sergipe e Bahia. De todas as amostras, foi amplificado um frag-
mento do tamanho esperado. Para confirmagao do diagnéstico, doze produtos
de amplificagdo da PCR foram sequenciados. A analise das sequéncias através
do método de neighbor-joining, usando os pardmetros do modelo Tamura 3 de
substitui¢do de nucleotideos com mil replicatas, mostrou que entre o grupo de
sequéncias analisadas ha 99% de similaridade e 67%, quando comparado com
outras amostras brasileiras e asidticas. A significativa divergéncia com outras
amostras indica que é necessdria a avaliagio de um maior nimero de amostras
de diferentes regides do Pais para validar a PCR como teste de diagnéstico.
Espera-se que a PCR definitivamente validada possa ser usada para diferen-
ciagdo de EC da febre aftosa, sobretudo como suporte as agoes do Programa
Nacional de Prevengdo e Erradicagdo da Febre Aftosa, no qual os caprinos e

ovinos sdo considerados animais sentinelas.
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Coinfecgdo natural com o virus da necrose hipodérmica e hematopoiética
infecciosa (VNHHI) e o virus da mionecrose infecciosa (VMI) em
Litopenaeus vannamei no Nordeste do Brasil

Vieira, PR.N."; Teixeira, M.A."; Cruz, J.E.F."; Branco, |.R.C.%; Costa, FH.F.3;
Radis-Baptista, G."
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Cultivation of whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) constitutes a
growing aquaculture industry in Northeast Brazil. Similar to other animals
that are intensively farmed, shrimp experience disease outbreaks, which are
a constant threat and cause eventually significant economical losses. Infec-
tious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) and infectious
myonecrosis virus (IMNV) are prevalent epizootic viral agents in Brazil. In a
routine monitoring program for the diagnosis of IHHNV and IMNYV, using
molecular techniques like conventional PCR, reverse transcription coupled
with PCR (RT-PCR) and absolute quantitative real time PCR (qPCR), we
found that most positive samples of shrimp were simultaneously co-infected
with both viruses. This survey is the first to show the occurrence of a natural
co-infection that is caused by IHHNV and IMNV in penaeid shrimp attacked
by viral disease that were cultivated in Northeast Brazil. Taken together, RT-
PCR can be readily employed in the routine diagnostic screening program for
shrimp viruses in the aquaculture industry. Moreover, in combination with
qPCR, diagnosis of the viral load and co-infection can be absolutely assessed

and the data used to assist differential management plans for epizootic control.
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Diagnéstico diferencial do virus da necrose hipodérmica e hematopoiética
na forma ativa com base na escolha do gene e transcricdo reversa por
meio de PCR

Teixeira, M.A.", Cruz, J.E.F"; Vieira, PR.N."; Branco, I.R.C.%; Costa, FH.F3;
Radis-Baptista, G."

The Pacific whiteleg shrimp Litopenaeus vannamei (Penaeidae) is one of
the most important cultivated species in world aquaculture. In Brazil, the Nor-
theastern states are home to the main shrimp producers. As shrimp aquacul-
ture has expanded and intensified, diseases have progressively become one of
the most serious threats to this industry. Infectious hypodermal and hemato-
poietic necrosis virus (IHHNV) is an enzootic viral agent in Brazilian shrimp
farms. These viruses are usually diagnosed by histological methods. However,
to detect sub-clinical or acute IHHNYV infection, more refined methods based
on molecular techniques have been utilized. We found that by using “univer-
sal” primers and a single-step PCR diagnostic test, it was difficult to distinguish
between non-infective forms of the virus and active IHHNV. Detection of IH-
HNV was more accurate when we used two alternative molecular strategies,
namely 1) single-step PCR amplification based on gene choice and 2) reverse
transcription coupled with PCR. This communication presents the results of



our strategy that can be adaptable for routine diagnostic programs in shrimp
culture for detecting the presence of active IHHN virus.
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Clonagem e expressdo da nucleoproteina (NP) e da glicoproteina
hemaglutinina-neuraminidase (HN) do virus da doenca de Newcastle
(VDN) para aplicagdo na deteccdo de anticorpos especificos pelo método
indireto de ELISA

Silva, K.R.; Gongalves, M.C.M.; Montassier, M.F.S.; Fernandes, C.C;
Oliveira, E.S.; Montassier, H.J.

Newcastle disease (ND) is one of the most important disease for the poul-
try industry worldwide. Newcastle disease virus (NDV) is the causative agent
and usually induces severe lesions in respiratory and digestive tracts, requiring
increasingly rapid and effective techniques for the laboratory diagnosis. NDV
virions are made of three envelope and three core structural proteins, from
which the major antigens were identified; as the haemagglutinin-Neurami-
nidase (HN) envelope glycoprotein and nucleocapside (NP) protein. The HN
glycoprotein is involved in virus attachment to the host cell receptors and con-
tains relevant virus-neutralizing and haemagglutinating-inhibitor epitopes.
The nucleocapside protein (NP) of NDV has highly conserved amino acid se-
quences, and a high immunogenicity. Several methods have been investigated
for the laboratory diagnosis of NDV infection, including serological tests, such
as haemagglutination inhibition (HI) assays and conventional ELISA methods
which depend on laborious and time-consuming procedures of virus propaga-
tion in SPF embryonated chicken eggs, and the purification of virus particles
to be adsorbed to the microplate solid phase. This study aimed to clone the full
open reading frame of NP gene, and the 5’-part and 3’-part of HN gene of NDV
in a heterologous system (Escherichia coli), using pETSUMO vector in order
to express the NP protein, or the amino and carboxy-terminal parts of HN
glycoprotein for using in NDV immunodiagnosis. The NP and the amino and
carboxy-terminal fragments of HN glycoprotein were expressed as fusion re-
combinant proteins containing SUMO peptide and poly-histidine tags. These
proteins after purification in nickel-agarose resin, and biochemical and immu-
nochemically characterization by SDS-PAGE and Western-blotting, demons-
trated the ability to be recognized by polyclonal antibodies form SPF chickens
infected with LaSota strain of NDV. The NP and amino and carboxy-terminal
fragments of HN glycoprotein were used to develop indirect ELISA methods
for using in chicken antibody detection. The assays were evaluated with a panel

of 120 chicken serum samples. The results showed comparable agreement, spe-
cificity and sensitivity. The recombinant NP-ELISA, amino-HN-ELISA and
carboxy-HN- ELISA were capable to differentiate NDV positive from negative
chicken sera and by comparing these ELISA methods with haemagglutina-
tion-inhibition test, high and significant correlations were detected, as well as
high sensitivity and specificity were obtained, indicating that NP-ELISA,and
amino-HN-ELISA and carboxy-HN-ELISA assays can be used for screening
the presence of antibodies in NDV infected birds. In conclusion, the recombi-
nant NP, amino and carboxy-terminal fragments of HN glycoprotein shared
relevant epitopes with homologous and native viral proteins and have a great
potential to be advantageously used in immunodiagnosis of NDV infection.
*Research supported by the Brazilian National Council for Scientific and Technological Deve-
lopment (CNPq), Ministry of Science and Technology (National Program for Animal Health;
grant #578460/08-4).

$All supported by fellowships for Technological and Industrial Development (DTI-3) from
CNPq.

Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrdrias e
Veterindrias, Departamento de Patologia Veterindria, Laboratdrio

de Imunologia e Virologia

Rod. Prof. Paulo D. Castellane, s/no, CEP 14884-900, Jaboticabal, SP,
Brasil.

E-mail: heliojm@fcav.unesp.br

Development of synthetic peptides for the diagnosis of foot and mouth
disease

Ribeiro, E.L.""; Camargos, M.F.%; Sales, E.B.2; Oliveira, A.M.2; Franco,
J.A3; Ueira-Vieira, C.3*"; Goulart Filho, L.R.3*"; Heinemann, M.B."""

A febre aftosa é caracterizada por afetar diretamente o desenvolvimento
econdmico da industria animal, com graves consequéncias sociais. Os testes
atuais para diagndstico e vigilancia epidemioldgica da febre aftosa sdo reali-
zados com o polipetideo 3ABC recombinante, que, apesar de serem de boa
eficiéncia, apresentam limitagdes, como o emprego apenas para avaliagdo de
rebanhos e nao para o diagnoéstico individual. A EITB, a despeito de ser uma
prova de alta sensibilidade e especificidade, requer um treinamento extensivo,
a interpretagdo é subjetiva e o protocolo da prova nio é totalmente padroni-
zado. A utilizagdo de peptideos sintéticos pode trazer a vantagem da EITB,
alta especificidade, com a vantagem do ELISA, alta sensibilidade, rapidez, pa-
dronizagao e automagao dos testes. A presente proposta tem como objetivo o
desenvolvimento de peptideos sintéticos para o diagndstico para a febre aftosa.
A partir de modelos descritos na literatura, foram desenhados trés peptideos
sintéticos. Apds o desenho, os peptideos foram otimizados para expressio em
Pichia pastoris (vetor pPICg) a fim de eterniza-los. Apo6s a expressao, os pep-
tideos foram purificados em HPLC e concentrados por meio de ultrafiltra-
¢do tangencial com cartucho de reten¢do de 10 KDa. As proteinas purificadas
foram testadas em dot blot com conjugado anti-histidina, devido ao fato do
peptideo ter como marcador uma cauda de poli-histidina. Em seguida, foram
testadas em dot blot e Elisa com soros bovinos ndo vacinados, vacinados e
infectados com o virus da febre aftosa. Como resultados, obtivemos éxito em
clonar e expressa-los em P. pastoris com um rendimento em torno deioo pg/
mL. O dot blot com anti-histidina foi positivo nos trés peptideos, indicando
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que as proteinas purificadas eram os peptideos desenhados antiaftosa. O resul-
tado do teste de dot blot e Elisa utilizando anticorpos bovinos antifebre aftosa
foram negativos, ou seja, os peptideos ndo conseguiram diferenciar quais eram
os animais negativos, vacinados e os infectados.

Apoio financeiro: CNPq (edital 64/2008 CNPq/Mapa/SDA).
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A herbivorous rabies outbreak in Espigdo do Oeste, Rondénia, Brazil —
case report

Fuck, J.J."; Silva, S.G.2; Daher, D.O.2"; Bruhn, F.R.P3""; Lopes, E3""";
Hirsch, C.3; Rocha, C.M.B.M.2

A raiva é uma zoonose de alta relevancia na satide publica, que acarreta enor-
mes perdas econdmicas pela alta letalidade. O objetivo deste trabalho foi relatar
o caso de um foco de raiva dos herbivoros ocorrido no municipio de Espigao
do Oeste, Rondonia. Os levantamentos foram feitos com base nas informagoes
encontradas nos arquivos do escritério da Unidade Local de Sanidade Animal e
Vegetal (Ulsav) da Agéncia de Defesa Sanitdria Agrosilvopastoril do Estado de
Rondénia (Idaron) no municipio de Espigao do Oeste e nos registros do sistema
informatizado dessa agéncia (Sisidaron). Apds notificagdo do produtor quanto
a ocorréncia da mortalidade de bovinos sob a suspeita de raiva dos herbivoros,
procedeu-se ao deslocamento até a propriedade para investigacdo epidemiol6-
gica e clinica do foco. A suspeita foi confirmada por Imunofluorescéncia Direta
(IFD). Tragou-se um raio de 4 km a partir da propriedade foco e outro de 12
km para identificagdo dos limites do perifoco, tendo cada regido um padrao
de agdo especifico. Em todas as propriedades na area de até 4 km de raio foram
feitas notificagGes para vacinagio assistida e seus respectivos acompanhamentos
de refor¢os vacinais em 30 dias. As propriedades situadas no raio entre 4 e 12
km foram notificadas para vacinagio e reforco, porém sem acompanhamento.
Para o controle de transmissores, particularmente para morcegos hematofagos
(Desmodus rotundus), as agdes foram desencadeadas a partir da constatacao de
mordedura dos animais durante as notificacdes das propriedades ou por denun-
cia desse fato pelos produtores ao Idaron, identificagdo de abrigos e captura no
foco. Foram realizadas atividades de educagao sanitaria, dentre as quais quatro
entrevistas sobre o assunto em duas emissoras de rddio local. Por fim, tomadas
as agoes descritas, o foco foi extinto atendendo as expectativas legais, protegendo
a saude publica e animal, e evitando-se maiores perdas econdmicas, portanto
foram atendidos os reais objetivos da defesa sanitaria animal.
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Germplasm bank of caprine lentivirus of Brazil
Pinheiro, R.R."; Azevedo, D.A.A.%; Feitosa, A.L.V.L.3; Dias, R.P.3; Andrioli,
A.%; Santiago, L.B."; Alves, F.S.F"; Minardi, J.C.4*

Considerando as diferengas biolégicas e moleculares significativas existen-
tes entre amostras de lentivirus caprino (LVC), torna-se fundamental o estudo
mais aprofundado das amostras virais ja isoladas. A diversidade genética é
considerada uma caracteristica peculiar dos lentivirus e estd provavelmente
relacionada a diversidade do curso das lesdes e epidemiologia da enfermi-
dade. A formagio de um banco de germoplasma de LVCs no Brasil podera
viabilizar o entendimento dessa diversidade, tornando-se essencial para o
estabelecimento de programas de controle das lentiviroses no Pais. O domi-
nio das técnicas de isolamento e a caracterizagao, classificacdo, manutencao e
propagacio do material genético viral existente nos Estados da federagao sao
outras vantagens obtidas com a implanta¢do de um banco de germoplasma
de LVCs no Brasil. Normas que garantam a patente de metodologias para os
LVCs isolados serdo mais facilmente implantadas e, por conseguinte, institui-
¢oes de pesquisa brasileiras poderao regulamentar os processos de cessdo e
intercimbio de cepas importantes para a economia nacional. O banco de ger-
moplasma de LVCs objetiva desenvolver técnicas para a detecgdo e o controle
da artrite-encefalite caprina (CAE), que acomete caprinos de todos os tipos
raciais, idade e sexo, deprimindo os indices de produtividade geral da espécie,
tornando o agronegdcio da caprinocultura do Pais menos competitivo. Para
o isolamento das cepas nativas de LVC, foi utilizada a técnica de cocultivo de
leucdcitos. A confirmagdo das amostras virais foi realizada através da técnica
de reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Foram realizadas coletas de sangue
de animais do Estado do Ceara (nove fazendas da regido Norte, quatro fazen-
das da regido Central e duas fazendas da regido Metropolitana de Fortaleza),
Piaui (duas fazendas da regido Metropolitana de Teresina e dez fazendas da
regido do Gurguéia), Rio Grande do Norte (uma fazenda em Mossord), Minas
Gerais (uma fazenda) e Bahia (uma fazenda em Salvador). Apos a confirmagao
da soropositividade pelo teste de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA),
realizou-se nova coleta de sangue de 26 animais fortemente soropositivos.
Desses animais, 22 cepas nativas do Ceara (Sobral e Fortaleza), Rio Grande
do Norte, Piaui, Bahia e Minas Gerais foram isoladas. O isolamento foi con-
firmado pela presenca de efeito citopatico e PCR. A Embrapa Caprinos e Ovi-
nos consolidou a construgao de sua biblioteca de LVCs com o deposito das
referidas amostras virais, que servirdo para estudos futuros de epidemiologia
molecular, bem como para a produgdo de antigenos nativos, preparo de kits
de diagnéstico da CAE com cepas nacionais e até mesmo o estudo de vacinas
para essa enfermidade.
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Diagnosis of bovine viral diarrhea virus (BVDV) in semen samples by
conventional and RT-PCR and real time

Gasparini, M.R."?; Carvalho, I.L.Q."; Oliveira, A.P.2; Barbosa, A.A.S.";
Leite, R.C.2%; Barbosa-Stancioli, E.F.

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um importante patégeno que
infecta rebanhos bovinos do mundo inteiro, pertencente a familia Flaviviridae
e ao género Pestivirus. A infecgao por BVDV pode causar problemas gastroin-
testinais, respiratdrios e reprodutivos, com con-sequente prejuizo para a pe-
cudria nacional. Nesse contexto, destaca-se a infec¢ao uterina gerando animais
persistentemente infectados (PI), responsaveis pela manuten¢do do virus nos
rebanhos. Circulam nos rebanhos dois genétipos do BVDV (BVDV-1e BVDV-
2), pertencentes a dois biétipos (amostras citopatogénicas — CP - ou néo cito-
patogénicas — NCP), dependendo do efeito em cultura celular, com diferentes
graus de viruléncia. O sémen de animais infectados se destaca como forma de
transmissdo viral na inseminacdo artificial (IA), monta natural ou pela transfe-
réncia de embrido, sendo preconizada pela OIE a testagem do sémen. O obje-
tivo deste trabalho foi a padronizagdo de um teste de PCR sensivel e especifico
para o diagndstico do BVDV em sémen bovino. O BVDV-1 (ATCC NADL),
expandido em células MDBK (CCL-22, ATCC) e cultivadas com 10% de soro
fetal equino, foi utilizado para a extragdo do RNA total com Tri-reagente se-
gundo as instrugdes do fabricante. Inicialmente, produziu-se cDNA utilizando
o kit Improm II (Promega®), seguido de reagao em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando-se iniciadores especificos que ancoram na regiio 5’UTR (290 pb),
regido conservada dos Pestivirus. O amplicon foi clonado em vetor plasmidial
PGEM-T-easy seguido de sequenciamento para a confirmagdo da especifici-
dade do teste. A sensibilidade do teste foi aferida com o plasmideo diluido na
base 10, tendo sido a detecgdo observada até 44 fentogramas. Em seguida, o
teste foi repadronizado em passo unico (RT-PCR) para aumentar a sua rapidez
e eficiéncia, utilizando-se um kit. Foram testadas 12 amostras clinicas de sémen
bovino provenientes de um tnico rebanho, tendo apresentado 83,3% de posi-
tividade (10/12). O passo seguinte foi a padronizagdo da PCR para o sistema
cinético (PCR em tempo real). O plasmideo produzido foi entdo linearizado
com enzima de restri¢do Sal I e purificado do gel. A PCR foi padronizada
com o uso do corante Syber Green, e os resultados mostraram um slope -3,341
e eficiéncia de 99,194%. Tanto o teste de PCR convencional quanto o de PCR
cinética desenvolvidos mostraram-se eficientes para o diagndstico do BVDV

em sémen, destacando-se o seu uso em programas de controle.
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Diagnosis of bovine herpesvirus (BoHV-1 and BoHV-5) in semen

Gasparini, M.R."?; Carvalho, I.L.Q."; Oliveira, A.P.2; Barbosa, A.A.S.";
Leite, R.C.?; Barbosa-Stancioli, E.F."

Os herpesvirus bovinos pertencem a familia Herpesviridae, tendo como
caracteristica principal o estabelecimento de laténcia com posterior reativa-
¢do viral causada por fatores como estresse e uso de corticoide. Devido a essa
capacidade, os animais infectados eliminam virus de maneira intermitente em
excregoes e secregdes corpdreas, necessitando-se de ferramentas diagnésticas
sensiveis e especificas para os programas de controle. Os herpesvirus bovinos
apresentam distribui¢do mundial, tendo grande importancia econoémica para a
pecudria brasileira, destacando-se o Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1), causador
da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e balanopostite e vulvovaginite pus-
tular infecciosa (IPB/IPV),e o Herpesvirus bovino 5 (BoHV-5), que cocircula
nos rebanhos juntamente com o BoHV-1, induzindo quadros de encefalite,
além de quadros respiratérios e reprodutivos. Devido & importancia crescente
da inseminacao artificial no Brasil, e sendo o sémen uma via de transmissdo
importante, este trabalho tem como objetivo a elaboragdo de um teste diag-
nodstico molecular rapido e especifico para a detecgdo do BoHV-1 e BoHV-5
em sémen bovino. Amostras virais padrao foram cultivadas em células CRIB
e 0 DNA total foi extraido com Tri-reagente segundo instrugdes do fabricante.
Padronizou-se uma PCR utilizando iniciadores para a amplificagdo do gene
viral codificador da glicoproteina G (495pb para BoHV-1.1, 1.2 e 531pb para
BoHV-5) e do gene normalizador GAPDH (97pb). Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose e observaram-se amplicons nos
tamanhos moleculares esperados para cada gene. Foi produzido um plasmideo
contendo os genes viral e normalizador e os insertos foram conferidos por se-
quenciamento génico. A PCR foi entdo repadronizada como duplex (gG + GA-
PDH) com sucesso, variando-se condigdes de extringéncia e de concentragao
dos iniciadores para os dois distintos genes. O teste mostrou alta sensibilidade
(detecgdo de 400 fentogramas de inserto) e a especificidade foi avaliada com
outros herpesvirus animais e humanos pertencentes a mesma familia, tendo
amplificado somente BoHV-1 e BoHV-5. A PCR duplex desenvolvida foi utili-
zada com sucesso em amostras clinicas de sémen bovino provenientes de um
rebanho de animais soropositivos para BoHV-1e BoHV-s5, evidenciando o seu

uso para triagem de sémen.
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Vaccina virus: presence of viral DNA in Milk of experimental infected
cows
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A Vaccinia bovina (VB), zoonose emergente, causada pelo Vaccinia virus
(VACV) é caracterizada pelo surgimento de lesdes ulceradas no teto das vacas
em lactagdo e nas maos e bragos de ordenhadores. A partir da década de 1990,
o numero de casos de VB vem crescendo, sendo hoje identificados surtos em
quase todos os estados brasileiros. A doenga é subnotificada e as medidas de
contengao necessarias para o seu controle sao frequentemente desconhecidas,
favorecendo a disseminagdo da doenga. Os prejuizos econdmicos relacionados
a VB estdo associados principalmente a queda brusca na producio do leite,
presenca de infec¢oes secunddrias e aumento dos gastos com medicamentos.
Estudos prévios revelaram a presenga tanto de DNA, quanto de particulas vi-
rais infecciosas do VACV, no leite de vacas doentes em surtos de VB em Minas
Gerais, chamando a atengio para o potencial risco a saude publica. Porém,
permanecem desconhecidos o perfil de eliminagdo do virus no leite de vacas
acometidas e a origem das particulas virais presentes no leite. Este trabalho ob-
jetivou pesquisar a presenca do DNA viral através da técnica de PCR, em leite
de animais experimentalmente infectados, e de estabelecer o periodo e o perfil
de eliminagao do virus no leite. Oito vacas mesticas em lactagao, soronegativas
para o VACV, foram inoculadas com VACYV, amostra GP-2 (isolada de surto de
VB ocorrido no municipio de Guarani, MG), na concentragao de 106 PFU/50
uL.Os tetos foram escarificados com lixa, sendo que o teto posterior esquerdo
(TPE) de cada vaca ndo foi inoculado, servindo de controle negativo. Amostras
de leite foram coletadas durante 32 dias ininterruptos e alternados até o 60°
dia, sendo os dias pares coletados com uma sonda estéril e os dias impares
através de ordenha manual. Todas as amostras foram submetidas & PCR para
o gene vgf. Entre o segundo e o quarto dia pés-infecgdo (DPI), todos os tetos,
com excecao do TPE, apresentaram lesoes tipicas de VB que cicatrizaram em
média apos 21 dias. Foi possivel detectar a presenca de DNA viral no leite a
partir do terceiro DPI e, de forma intermitente, até o sexagésimo dia. O leite
derivado dos tetos inoculados do controle (TPE), de todas as oito vacas, apre-
sentaram, em algum momento, DNA viral. Além disso, indiferentemente da
forma de coleta (manual ou com sonda), foi possivel detectar o DNA viral no
leite. Esses resultados mostram que o virus pode ser eliminado de forma inter-
mitente no leite durante e ap6s a fase aguda da doenga, mesmo apds a cicatri-
zagdo total das lesdes, sugerindo uma possivel infecgao sistémica e persistente.
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Vaccinia bovina, uma infeccdo sistémica: evidencia de eliminagdo nas
fezes, viremia e deteccdo do virus em érgédos linféides

Rivetti Junior, A.V."; Guedes, M.I.M.C."; Oliveira, T.M.L. De'; Rehfeld,
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Bovine vaccinia (BV) is an occupational zoonosis caused by Vaccinia virus
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(VACV), which affects dairy cattle and milkers. In bovine natural infections,
it seems that BV is a localized disease, with cutaneous lesions restricted to the
teats. However, there are no studies about experimental infection with VACV
in bovines to establish its pathogenesis and elimination pathways. The aim of
this study was to study the occurrence of viremia and elimination of VACV in
bovine feces. Eight crossbred lactating cows, serologically negative for VACV,
were used. Teats were previously scarified with sand paper and then inoculated
with 106 pfu/100 pL of Guarani P2 (GP2) strain of VACV. Blood samples and
feces were collected daily throughout the experiment. After 66 days post ino-
culation (d.p.i) the animals were divided into two groups that receive two new
different treatments. One group was re-inoculated with the same inoculum
and the other was subjected to chemical immunosuppression, to evaluate whe-
ther re-infected animals and/or experimentally infected animals that recover
from previous lesions in conditions of immunosuppression could eliminate
VACYV on feces once more. Animals from both groups were monitored for up
the 89th day post initial inoculation. Viral DNA was continuously detected
and quantified in blood and feces of these animals in an intermittent way, even
after the resolution of the lesions. At slaughter, tissues were collected and the
viral DNA was detected and quantified from mesenteric and retro mammary
lymph nodes, ileum, spleen and liver. The detection of VACV DNA in blood
and feces for long period and its detection in lymphatic organs provide new
evidence about VACV elimination and suggest, for the first time, that BV could
be a persistent systemic infection.
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Descomplicando a ciéncia e a tecnologia para esclarecer e perguntar ao
pecuarista fluminense tudo sobre a raiva rural
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Oliveira, A.C.; Linhares, J.M.; Vieira, L.F.P;; Chicarino, C.N.

Rabies is a contagious disease of great interest to the livestock and public
health. The etiologic agent is a neurotropic virus (family Rhabdoviridae and
genus Lyssavirus), which affects the central nervous system. The disease has
an anthropozoonotic character, and all mammals may be infected and develop
it. Rabies affects domestic herbivores (livestock), and its main transmitter, in
rural areas, is the “common vampire bat’, Desmodus rotundus. This research
aimed at education in health and surveillance of rabies, in a simple and playful,
to the cattle ranchers of the Northern and Northwestern regions of Rio de Ja-
neiro State, clarifying aspects about rural rabies. The following municipalities/
locations were visited: Batatal, Boa Vista, Cardoso Moreira, Caxeta, Dores de
Macabu, Espirito Santinho, Hatob4, Italiana, Italva, Pedra Santa, Santa Maria,



Sao Francisco de Itabapoana and Vila Nova. Both Emater-Rio and Nucleo de
Defesa Agropecudria (NDA) of Campos dos Goytacazes, R], participated in
all visits. A total audience of over 100 farmers, including producers (ranchers)
and rural workers (animal handlers), were served. The theme was approached
by means of folders, lectures and questionnaires to the target audience. The
following data was revealed: 20% of the producers reported suspected cases
of rabies on their property, in the last five years; of these, 50% did not send
samples for laboratory examination. 74% reported the presence of bats on their
property and 75% noticed signs of aggression in animals. Towards the control
of bats, 30% of the producers searched for their shelters to exterminate the
colonies, 20% were applying the “vampiricid topic” on attacked animals and
60% sought their NDA. Regarding the transmission of rabies, 75% believed
that only the vampire bats could do it, 15% believed that human beings may not
contract the disease and 70% knew which animals could convey it. In suspec-
ted cases of rabies, 60% of the producers contacted the NDA, 35% slaughtered
the sick animals and 5% tried to treat them. As regards rabies vaccination,
20% have never used the vaccine and 80% vaccinated their flock; of these, 50%
semiannual, 43.3% yearly and 6.2% in the outbreaks. Rural rabies has been
emerging due to lack of vaccination and increasing bat attacks. The lack of
knowledge and even negligence on the part of producers should be considered.
Leading information to the cattle rancher is the best way for prevention and
control of rural rabies. As greater as the number of people served, the lower
was the losses caused in the livestock economy and the risks to human beings.
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Estimando a vulnerabilidade de propriedades a febre aftosa a partir de
simulagdo estocdstica de espalhamento de doencas integrado do uso
de registros das guias de transito animal (GTA)

Costa, M.A."; Pena, C.P."*; Gomes, A.S.2*; Assun¢do, R.M."

Brazil is one of the major producers of beef and one of the main suppliers
to the European Union and other countries. Due to major efforts of the Minis-
try of Agriculture and Livestock, Brazil currently has a zone free of foot-and-
mouth disease in approximately 60% of the national territory. The zone free
of foot-and-mouth borders some neighboring countries which do not share
an efficient disease surveillance system and, although major efforts are done
to mitigate disease entry, it is of interest to investigate more vulnerable routes
for diseases. The movement of live animals throughout the Brazilian territory
is currently documented in electronic form through the issue of transit ani-
mal guides (GTAs). Geographical information about the location of farms,
number of transported animals, date of issue of the GTAs, are available in
the dataset. From these records, we simulate the spread of foot-and-mouth
disease. An infected animal is randomly placed into one of the farms and sto-
chastic models are used to spread the disease among the herd. New farms

become contaminated following the entry of infected animals. Movement
is represented using a directed network where the farms are represented by
vertices (or nodes) and the movements of animals between farms are the ed-
ges. To simulate the transmission of disease, three epidemiological stochastic
models of SIR (Susceptible-Infected-Recovered) type are used. The simplest
model, named farm level, uses the farm as the basic epidemiological unit. The
other two models, named Greenwood and Reed-Frost models, simulate the
transmission of the disease using the animals within the farms as the basic
epidemiological units. The animal level simulation generates the distribution
of the daily number of infected farms and the daily number of infected animals
during an epidemic cycle. The time period of the simulation is 28 days and the
probability of a susceptible animal being infected by an infected animal was
set as 0.4. From simulated results, and using network theory, it is possible to
estimate the vulnerability of each farm and to identify those trajectories within
the network most likely to spread the disease. In the network representation,
the vulnerability of a vertex is the proportion of the simulations in which the
vertex finishes the simulation period in the infected state. The vulnerability of
an edge is the proportion of simulations in which both vertices, connected by
the edge, appear simultaneously infected.
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Determinants of the frequency and quality of notifications of vesicular
diseases of ruminants in Mato Grosso do Sul, Brazil

Francisco, P.F.C."; Gongalves, V.S.P."; Fontana, |."; Ferreira, F3; Pantoja,
M.J).%; Moraes, G.M. de?; Barbosa, H.V.B.2; Mourdo, M.L.P.2; Chiochetta,
L.% Bueno, R.%; Cazola, E.P>

O Mato Grosso do Sul é reconhecido como Estado livre da febre aftosa
com vacinag¢do. A manutencéo e a credibilidade dessa condigdo sanitdria de-
pendem da existéncia de um sistema de vigilancia eficiente, no qual se inclui
a notificagdo regular de suspeitas de enfermidades vesiculares. No entanto, o
nimero de notificagdes é muito baixo no Estado, tornando dificil a avaliagdo
da sensibilidade dessa atividade de vigilancia. O presente trabalho teve como
objetivo identificar fatores que determinam a qualidade e quantidade de no-
tificagdes de doengas vesiculares no Mato Grosso do Sul, sobretudo aqueles
relacionados a percepc¢io dos atores sociais participantes do processo. Ini-
cialmente, realizaram-se 19 entrevistas exploratdrias, com perguntas abertas,
dirigidas a funciondrios de frigorificos e do Iagro, a funcionarios de lojas vete-
rindrias, a propriedades rurais, a assentamentos e a veterinarios particulares,
as quais foram submetidas & analise lexical pelo software Alceste. A analise
lexical revelou que os entrevistados conhecem os sinais clinicos da doenga,
mas tendem a procurar terceiros antes de notificar algum evento suspeito. A
maijoria compreende também a répida difusdo e impacto econdmico da febre
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aftosa. Os pecuaristas reconhecem a competéncia do servigo veterindrio ofi-
cial, mas julgam que faltam meios de acdo a defesa sanitaria do Estado. Esses
resultados fundamentaram a elaboracdo de um questionario que serviu de
base a um inquérito por amostragem envolvendo os municipios de Rio Verde
de Mato Grosso, Trés Lagoas, Dourados, Eldorado e Ponta Pora. Os resultados
indicaram que o conhecimento sobre a doenga esta associado ao grau de es-
colaridade. A falta de conhecimento sobre diagndsticos diferenciais contribui
para que a frequéncia de notificagdo de suspeita seja baixa. Ficou evidente
o papel-chave que o veterindrio particular pode ter em uma notificagdo de
suspeita, jd que os pecuaristas e seus funcionarios tendem a procura-lo antes
de chamar o servigo veterindrio oficial. Os produtores rurais entendem que a
vigilancia de febre aftosa é papel das autoridades publicas, ndo reconhecendo
a sua propria importancia como sensor do sistema. Em conclusao, o Sistema
de Vigilancia da Febre Aftosa deve aumentar a frequéncia de notificagdes de
suspeitas de doengas vesiculares, melhorando a conscientizagao e participagéo
de produtores, trabalhadores rurais e veterindrios quanto a importancia da
manutengio niveis altos de alerta, aprimorando-se a compreensao do processo
de notificagdo e os registros das agdes tomadas.
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Serologic survey of small ruminants lentivirus in goat and sheep flocks
regions of Ceard State, Brazil

Alves, FS.F'; Santiago; L.B."; Lima, A.M.C.2; Farias, D.A."*; Pinheiro,
R.R."; Cavalcante, A.C.R."

O Brasil possui um grande potencial de mercado para os produtos deriva-
dos de caprinos e ovinos, apresentando condi¢des favoraveis para a produ¢ao
de alimentos de alto valor bioldgico e pele de excelente qualidade. Apesar da
dimensao territorial e das condi¢des ambientais propicias ao desenvolvimento
da atividade, altos indices de mortalidade e morbidade tém sido observados
no rebanho brasileiro de pequenos ruminantes. Estudos epidemioldgicos para
avaliagdo de riscos e impacto das enfermidades sdo limitados pela falta de
dados relativos registrados nos criatérios de caprinos e ovinos do Brasil e pelo
desconhecimento da sua real situagdo zoossanitaria. O objetivo deste estudo
foi determinar a prevaléncia da artrite-encefalite caprina (CAE) e da maedi-
visna em quatro mesorregides do Estado do Ceara (regido metropolitana de
Fortaleza, Norte, Noroeste e Sertdes Cearenses). Foram coletadas amostras de
sangue de 710 caprinos e 840 ovinos pertencentes a 59 propriedades distribu-
idas em 17 municipios do Estado (Horizonte, Aquiraz, Caucaia, Eusébio, Pa-
cajus, Sdo Gongalo do Amarante, Beberibe, Canindé, Santa Quitéria, Granja,
Sobral, Parambu, Taud, Independéncia, Quixadd, Quixeramobim e Banabuit).
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A coleta de sangue foi realizada no periodo de julho de 2010 a abril de 2011.
As amostras de soro foram testadas quanto a presenca da infecgio pelos lenti-
virus de pequenos ruminantes, através da técnica de imunodifusio em gel de
agar, utilizando-se o kit de diagnostico para CAEV, com antigeno CAEV Cork,
produzido na Embrapa Caprinos e Ovinos. Na mesorregido Metropolitana de
Fortaleza, 13,5% (24/178) dos caprinos avaliados apresentaram resultado posi-
tivo para CAE, sendo que 89% (8/9) das propriedades estavam infectadas. No
Norte Cearense, 11,25% (9/80) dos caprinos foram identificados como soropo-
sitivos. Nesse caso, 50% (2/4) das propriedades avaliadas estavam infectadas. Ja
nas mesorregides do Noroeste e dos Sertdes Cearenses, a prevaléncia da CAE
foi menor que 0,5% (1/218) e 0% (0/234), respectivamente. Nenhum dos ovinos
avaliados neste estudo apresentou resultado positivo para maedi-visna. A me-
sorregido metropolitana de Fortaleza e o Norte cearense sio importantes ba-
cias leiteiras do Estado. A alta ocorréncia da CAE nessas mesorregioes pode ser
explicada pela grande concentragdo de animais especializados para a produgéo
leiteira e predominancia do sistema intensivo de criagdo. Diferentemente da
CAE, o virus da maedi-visna encontra-se menos disseminado no Brasil, pro-
vavelmente pelo tipo racial do rebanho envolvido no estudo (animais nativos,
mestigos ou sem raca definida) e pelo sistema extensivo de criagdo prevalente
no Estado. Nesse sentido, fica explicita a necessidade de implantagao de um
programa de controle das lentiviroses de pequenos ruminantes no Pais para

controlar a disseminagdo do agente no rebanho nativo brasileiro.
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Technical training of a team of scientific researchers from Instituto
Bioldgico (IB) to perform the Infectious Laryngotracheitis (ILT)
diagnosis

Soares, N.M.": Buim, M.R."; Del Fava, C.%; Ikuno, A.A.%; Luciano, R.L.3

A capacitagdo de profissionais proporciona o conhecimento necessario
para a padronizagao de procedimentos técnicos e cientificos referentes ao
diagndstico de enfermidades, principalmente as doengas avidrias, ja que o
Brasil é grande produtor e exportador de produtos avicolas. O objetivo do
projeto, financiado pelo CNPq, foi promover a capacitagio dos profissionais
do Instituto Bioldgico (IB) para as técnicas de diagnostico recomendadas
oficialmente para LTI. Os treinamentos foram realizados no Laboratério Na-
cional Agropecudrio (Lanagro) do Ministério da Agricultura e no Centro de
Referéncia Internacional de Pesquisa e Diagnéstico das Doengas Aviarias da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade da Geérgia. O diagndstico
foi implantado nos laboratérios do IB para auxiliar a execugdo das atividades
do programa oficial de controle e erradicagdo da LTI na regido de Bastos (SP) e
também para atender a demanda gerada pela necessidade das empresas de ex-
ploragdo comercial de aves. Os técnicos foram treinados para execugdo de so-
rologia (ELISA e IDGA), histopatologia, PCR e isolamento viral. No Lanagro,



foi realizado o treinamento para as analises de ELISA e imunodifusao, e em
seguida quatro pesquisadores, foram treinados na Universidade da Georgia.
Uma pesquisadora recebeu o treinamento para o diagndstico anatomopato-
légico, que busca a identificagdo da inclusio viral eosinofilica no nicleo das
células epiteliais da mucosa conjuntiva e do trato respiratorio, sendo essa lesdo
patognomonica em aves enfermas no estagio inicial da doenga (cinco a sete
dias apos a infecgdo). Os trabalhos de biologia molecular foram executados
segundo o diagnostico da LTT pela PCR convencional e em tempo real, tendo
em vista que sdo provas rapidas, especificas e sensiveis. Toda a base teérica da
PCR foi recordada e com as amostras de raspado de traqueia de aves enfermas,
realizou-se um protocolo de extracao de DNA, utilizando-se o kit QUIAGEN
e, em seguida, foi realizada uma reagdo de PCR em tempo real e uma de PCR
convencional, sendo comparada a sensibilidade analitica de ambas as técnicas.
Com base nos resultados, concluiu-se que o protocolo da PCR convencional
pode ser aplicado com seguranca no diagnostico da LTI no Brasil, assim como
a PCR em tempo real. Para o isolamento viral, dois pesquisadores utilizaram
a cultura primaria de células de rim de galinha SPF, de trés semanas de idade,
para observagio do efeito citopatico caracteristico do virus e ovos embriona-
dos de galinha SPF de 9-11 dias, inoculados por via membrana corioalantoide
(MCA). Os ovos foram incubados e examinados diariamente, para observagao
do espessamento e formagao de lesdes tipo pocks, na MCA.

"Instituto Bioldgico, Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio
Avicola, Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Bastos
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Detection and characterization of infectious laryngotracheitis virus in
an outbreak in laying hens from the state of Sdo Paulo, Brazil

Luciano, R.L."; Buim, M.R.2; Del Fava, C.3; Ikuno, A.A.3; Harakava, R.%
Ishizuka, M.M.%; Buchala, F.G.% Ferreira, A.J.P.7; Soares, N.M.2

Laringotraqueite infecciosa das aves (LTT) é uma doenga respiratéria aguda
e altamente contagiosa, causada pelo Herpesviridae, Gallid herpesvirus 1. Essa
enfermidade é responsével por um alto nivel de mortalidade e reduc¢éo na pro-
dutividade, em condigdes de campo. O objetivo deste trabalho foi descrever
a caracterizagdo molecular do virus LTI, envolvido em um surto que ocorreu
em aves de postura em Guatapard, Estado de Séo Paulo, Brasil. Em dezembro
de 2009, ocorreu uma doenga respiratéria aguda, com a presenga de muco
hemorrégico na traqueia, no final do inverno e inicio da primavera de 2010, 0
qual foi reportado ao Servigo Estadual de Saude Animal. Dezenove pools de
amostras (trés cabegas/pool) proveninentes de oito lotes com sintomas clini-
cos e suspeita epidemiologica de LTI foram coletados. Essas amostras foram
analisadas por histopatologia e PCR convencional. De 19 lotes estudados, a
analise histopatologica revelou a presenga de células sinciciais com corpus-
culos de inclusdo no epitélio traqueal em 57,9% (11/19) das amostras. A pre-
senga do virus foi demonstrada por técnicas moleculares: PCR convencional

e sequenciamento parcial do gene ICP4 (688 bp). Treze amostras de campo
foram positivas no PCR (68,4%). Dessas, nove (69,2%) foram confirmadas pela
histopatologia. Adicionalmente, o DNA das 13 amostras de campo foi sequen-
ciado, revelando uma delegdo de nove nucleotideos (nt) na posicao 734-742
e uma inser¢do de 12 nt (posi¢do 271-283) na sequéncia viral. Esse perfil foi
diferente das amostras disponiveis no GenBank (numero de acesso EU104909)
e das duas vacinas comerciais: CEO Nobilis-ILT/Intervet (niimero de acesso
FJ477351) e TCO LTI-IVAX/Schering-Plough (niimero de acesso FJ477349). A
associagdo da histopatologia e das analises moleculares foi importante para o
diagnéstico agudo e cronico da LTI nos lotes estudados. O PCR foi altamente
sensivel na detecgdo do virus da LTI, enquanto a histopatologia foi especifica
na identificagdo das lesdes caracteristicas desse agente. A estirpe viral encon-
trada em Guatapard foi geneticamente diferente das vacinas comerciais e ou-
tras amostras de campo detectadas em outros surtos no Brasil. Esses resultados
sdo importantes ferramentas laboratoriais para o diagnéstico da LTI, servindo
como base para a adogdo de medidas de controle por parte do programa oficial
de sanidade avicola.

*Suporte financeiro: CNPq (Processo N° 578354/2008-0).

"Instituto Bioldgico, Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdécio
Avicola, Rua Bezerra Paes, 2278, CEP 13690-000, Descalvado, SP, Brasil.

E-mail: rluciano@biologico.sp.gov.br

2Instituto Bioldgico, Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio
Avicola, Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Bastos, Bastos, SP, Brasil.
3Instituto Bioldgico, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal,
S&do Paulo, SP, Brasil.

‘Instituto Bioldgico, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Vegetal,
S&o Paulo, SP, Brasil.

>Comité Estadual de Sanidade Avicola, Sdo Paulo, SP, Brasil. *Coordenadoria de
Defesa Agropecudria do Estado de Sdo Paulo, Campinas, SP, Brasil.
’Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,

Departamento de Patologia, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Characterization of a murine model for clinical and pathological
evaluation of mice experimentally infected with the Saint Louis
encephalitis virus

Costa, E.A."*; Rosa, R."; Oliveira, T.S.%; Furtini, R.2; Paixdo, T.A.3; Santos,
R.L.

O recente isolamento do virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) em um
equino que apresentou sinais neurolégicos no Estado de Minas Gerais objetivou
a necessidade da caracterizagio in vivo desse arbovirus no Pais, visto seu amplo
potencial epidémico e epizodtico. Estoques virais foram produzidos por inocu-
lagao do homogeneizado do tecido cerebral do equino infectado pelo SLEV em
células de mosquito da linhagem C6/36. Sete grupos de seis camundongos sui-
¢os neonatos foram infectados via intracerebral (ic) com o estoque viral a uma
concentragio de 1.0 x 103 FFU C6/36/ 4 pL/camundongo. Os tecidos cerebrais
dos animais que vieram a ¢bito ou que foram sacrificados sete dias pds-infec¢éo
(dpi) foram homogeneizados (pool), clarificados, filtrados e utilizados como
in6culo para o segundo grupo de camundongos (P2) e assim sucessivamente
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até a sétima passagem (P7). A suspensdo 10% resultante por passagem foi uti-
lizada para a detec¢do do RNA viral por transcrigio reversa seguida de PCR
(RT-PCR). O SNC e os 6rgios de dois animais por passagem foram fixados em
formol tamponado a 10%, processados segundo a técnica de inclusdo em para-
fina e corados com hematoxilina e eosina. Alteragdes vasculares como hipere-
mia e hemorragia foram visualizadas no SNC durante a terceira passagem (P3)
em cérebros de camundongos, assim como alteragdes circulatérias sistémicas
caracterizadas por edema subcutaneo de membros e necrose de extremidades.
A partir da quarta passagem (P4), alteragdes comportamentais, variando de hi-
perexcitabilidade & apatia, comegaram a ser observadas com progressiva evolu-
¢do até a evidéncia de sinais neuroldgicos, identificados por andar em circulos e
perda da propriocepgao dos animais. Evidente tendéncia & hemorragia ocorreu
a partir da quinta passagem, com ocorréncia de hemoperiténeo e hematomas
subcuténeos, associados ao diagndstico histoldgico de hemorragia multifocal
acentuada em figado, coragdo, rim e pulméo. Durante o estudo, a mortalidade
dos camundongos infectados se deu entre o 2° e 3° dpi, chegando a 100% na ul-
tima passagem (P7). O grupo controle, inoculado com PBS 10%, ndo apresentou
qualquer alteragdo clinica, macroscdpica ou histoldgica significativa. Amostras
de SNC e pool dos érgaos que apresentaram alteragdes vasculares foram po-
sitivas pela RT-PCR especifica para SLEV. No presente estudo, manifestagoes
hemorragicas sistémicas, caracteristica de outros flavivirus, como o virus da
dengue, foram observadas nos camundongos inoculados com o SLEV. Sinais
hemorragicos associados ao SLEV foram descritos pela primeira vez, no Brasil,
durante um surto de Dengue sorotipo 3, em humanos. O processo de adaptagao
do SLEV em modelo murino permitiu a caracterizagao da cepa isolada, pela pri-
meira vez no Brasil, a partir do SNC de um equino e confirmou que, além de ser
potencialmente neurovirulenta, causando encefalopatia, também esta associada
a quadros de vascuolopatia sistémica.

*Bolsista DTI-1 do Edital CNPq/Mapa/SDA No 064/2008, projeto 578385/2008-2.
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Epidemiological diagnosis and control measures adopted by the official
service in an outbreak of Infections Laryngotracheitis (ILT) of poultry

Buchala, F.G."; Ishizuka, M.M.2*; Leite, L.O."; Dal Farra M.C.T."; Ferreira,
J.p3

A LTI, doenga de ocorréncia esporadica no Brasil, foi diagnosticada em
2003 com o primeiro caso em aves de postura de ovos comerciais na regiao de
Bastos, Estado de Sdo Paulo (SP), principal regido de produgéo de ovos do pais.
Um programa de controle foi implantado com a criagdo de um bolsao (zona
de protegdo + zona de vigilancia), com interdi¢ao das propriedades, proibi¢ao
do tréansito de aves de descarte e dejetos, medidas de biosseguranga e intro-
dugio de um programa oficial de vacinagdo massal com uso de vacinas vivas.
O dltimo caso foi observado em maio de 2004 e a doenga foi considerada
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controlada na regido. Em 2008, novos casos foram notificados nos Estados do
Rio Grande do Sul, Parand e Distrito Federal e controlados sem uso de vacinas,
sendo as principais medidas a interdi¢ao das propriedades, abate sanitario das
aves, limpeza, desinfecg@o e vazio sanitario. Este trabalho tem por objetivo
reunir ferramentas do diagnéstico epidemioldgico (sistema de vigilancia pas-
siva com a notificagdo de ocorréncia de doengas, formuldrios e questiondrios
de investigacdo epidemioldgica, indicadores de saude, indicadores de produ-
tividade), sinais clinicos de doenga respiratdria, achados anatomopatoldgicos,
monitoramento sanitario com a utilizagdo de critérios de amostragem, uso
das diferentes técnicas para o diagndstico laboratorial (sorologia ELISA e
IDGA, histopatologia, PCR e isolamento). Os resultados obtidos pelas dife-
rentes ferramentas epidemioldgicas proporcionaram aos médicos veterinarios
do SVO de SP a interpretagao e obtengao de amplo diagnéstico de situagao,
com o conhecimento da prevaléncia (infecgao/doenga), distribuigao geogra-
fica e impacto econdmico, que proporcionaram o estabelecimento de medi-
das compulsérias de profilaxia: delimitacdo de zona infectada, interdigao das
propriedades, desinfec¢do dos veiculos, controle do transito de aves e ovos,
abate sanitdrio em dois lotes do foco indice, compostagem, proibi¢do da muda
forgada, uso de TCO vacinas, vigilancias ativa e passiva. A doenga esta con-
trolada com vacinagdo. A base legal foi constituida pela Portaria CDA n° 6 de
02/11/2011 (estabelece as medidas de profilaxia inespecificas e especificas para o
controle da laringotraqueite infecciosa das aves, a serem cumpridas pelos esta-
belecimentos avicolas de postura de ovos comerciais localizados no municipio
de Guatapard e da outras providéncias) e Resolugdo SAA n°58 de 12/14/2010
(estabelece as medidas de profilaxia inespecificas e especificas para o controle
da laringotraqueite infecciosa das aves, a serem cumpridas pelos estabeleci-
mentos avicolas de produgao de ovos comerciais, localizados no municipio de
Guatapara e da outras providéncias).

*Comité de Sanidade Avicola de Sao Paulo.

"Coordenadoria de Defesa Agropecudria do Estado de Sdo Paulo, Av. Brasil,
2340, CEP 13070-178, Campinas, SP, Brasil. 2Universidade de Sdo Paulo,
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Equine Encephalitis in Minas Gerais State and the first isolation of
Saint Louis Encephalitis virus in Brasil

Costa, E.A."*; Rosa, R."; Oliveira, T.S.%; Furtini, R.2; Paixdo, T.A.3; Santos,
R.L.

Em Minas Gerais, o Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA) é o 6rgao
responsavel pela execugdo dos programas sanitdrios do Mapa. Anualmente, o
Laboratério de Saude Animal do IMA (LSA/IMA) recebe aproximadamente
cem amostras de sistema nervoso central de equideos com sinais neuroldgicos.
Cerca de 36% dessas amostras sdo positivas para raiva. Logo, grande parte dos
casos necessita de diagnodstico diferencial. Em 2004, 0 LSA/IMA implantou o
diagnéstico histopatolégico das enfermidades neurolégicas. Com isso, outras
enfermidades puderam ser diagnosticadas em amostras negativas para raiva.
Porém, testes mais especificos ainda sdo necessarios para aumentar a acurdcia
do diagnostico e permitir a identificagdo do agente etioldgico envolvido. De
janeiro de 2009 a janeiro de 2011, um levantamento dos casos de encefalite
e encefalomielite em equinos no Estado de Minas Gerais foi realizado em



amostras de sistema nervoso central (SNC) de equinos que morreram apresen-
tando sinais neuroldgicos e tiveram amostras colhidas e enviadas para o LSA/
IMA. Nove diferentes agentes que causam doenga neuroldgica em equinos
foram pesquisados: raiva, herpesvirus equino 1 (EHV-1), herpesvirus equino
4 (EHV-4), virus da encefalite equina do leste (EEEV, do inglés Eastern equine
encephalitis virus), virus da encefalite equina do oeste (WEEYV, do inglés Wes-
tern equine encephalitis virus), virus da encefalite venezuelana (VEEV, do in-
glés Venezuelan equine encephalitis virus), virus da encefalite de Saint Louis
(SLEV, do inglés Saint Louis encephalitis virus), virus da encefalite de West
Nile (WNEV) e Sarcocystis neurona, agente da mieloencefalopatia protozod-
ria. Das 217 amostras de SNC, 47 (21,7%) foram positivas para o virus da raiva
pelas técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculagio intracerebral
em camundongos. Nas 170 amostras restantes, negativas para o virus da raiva,
o DNA do EHV-1 foi detectado em 20 (11,8%) e o cDNA do SLEV em uma
amostra, pelas técnicas de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) e transcri-
ao reversa seguida de PCR (RT-PCR), respectivamente. Das amostras de SNC
acondicionadas em formol, 10% foram avaliadas histologicamente. Alteragoes
circulatorias como hiperemia e hemorragias multifocais, associadas ou ndo
a trombo vascular, foram frequentes nas infecgdes por EHV-1 e raiva e obti-
veram diferenga significativa quando comparadas com os animais negativos.
Para confirmar o diagndstico, os produtos de PCR obtidos foram sequenciados
e os virus isolados em cultivo celular. O presente estudo demonstrou que o
virus da raiva é o principal agente causador de encefalite em equinos, apesar do
crescente numero de casos de encefalomielite associados a0 EHV-1 no Estado
de Minas Gerais. No entanto, apesar de evidéncias soroldgicas comprovarem a
circulagao do SLEV no Brasil, este foi o primeiro relato de isolamento do SLEV
do sistema do SNC de um equino que morreu com sinais neuroldgicos no Pais.

*Bolsista DTI-1 do Edital CNPq/Mapa/SDA N° 064/2008, projeto 578385/2008-2.
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Investigacdo de doencas neuroldgicas em equinos testados negativados
para raiva

Cunha, E.M.S."; Lara, M.C.C.S.H."; Villalobos, E.M.C."; Nassar, A.F.C.";
Del Fava, C."; Scannapieco, E.M."*; Cunha, M.S."; Mori, E.?; Gomes,
M.N.2

There are several central nervous system (CNS) diseases that can infect
horses, and the differential diagnoses are therefore necessary. Clinically these
diagnoses are often difficult once the degrees of ataxia and paresis are similar.
The most commonly encountered abnormalities that may result in neurolo-
gical dysfunction include trauma, equine herpesvirus, Eastern, Western and
Venezuelan equine encephalomyelitis (EEE, WEE, VEE), leukoencephaloma-
lacia, protozoan myeloencephalitis and bacterial encephalitis. The aim of this
work was to identify the main diseases with neurological signs in equine after
negative diagnosis for rabies. From April 2007 to June 2011, 167 samples of CNS

from animals that have died with neurological signs were submitted for rabies
diagnosis by FAT (fluorescent antibody test) and MIT (mouse inoculation
test). Those tested negative were further submitted to other analysis. Samples
of the CNS were inoculated in cell culture and submitted to PCR for detec-
tion of herpesvirus and equine encephalomyelitis. In order to investigate the
growth of bacteria, isolation in 5% blood agar and biochemical identification
was performed. For the histological examination, CNS tissue samples were
placed in 10% neutral buffered formalin and embedded in paraffin, sectioned
and stained with hematoxylin eosin. Our data confirmed rabies in 23 (13.8%)
cases. Of 144 samples tested negative for rabies, 10 (7.0%) were positive for
leukoencephalomalacia, 4 (2.8%) for herpetic myeloencephalitis and 12 (8.3%)
for bacterial encephalitis. This study highlights the importance of including
different diagnosis in samples from equine with neurological disease.

Financial support: CNPq/Mapa.
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Molecular Characterization of rabies virus strains correlated with
immunopathology and the development of a real-time RT-PCR

Casseb, L.M.N."; Barbosa, T.F.S."; Travassos da Rosa, E.S."; Pereira, A.S.";
Nunes, M.R.T."; Medeiros, D.B.A."; Quaresma, J.A.S.?; Fernandes, E.R.3;
Duarte, M.I.S.3; Vasconcelos, P.F.C."

O projeto visa a caracterizar molecularmente o genoma de cepas de raiva (va-
riantes antigénicas 2 e 3) e sua associagio com a patogenia, bem como realizar
a quantificacdo do RNA viral por RT-PCR em tempo real. Foram realizados os
procedimentos de infec¢do experimental em camundongos albinos suigos com
idade de 21 dias com duas cepas em diferentes vias de administragio. Os animais
foram observados diariamente e as coletas iniciaram-se a partir do 5° dia pés-ino-
culagdo. Foram obtidas sequéncias nucleotidicas do genoma completo do VRab
em sequenciador 454 e também foram obtidos amplicons de 490 pb determinados
entre as posicdes 868 e 1359 da nucleoproteina pelo método de Sanger. Os produtos
obtidos pelo método de pirosequenciamento estdo sendo montados para analise
filogenética e gendmica. Observou-se que os animais infectados pela via intracere-
bral foram a 6bito até o 15° dia PI, e alguns animais infectados pelas vias muscula-
res permanecem em observagio sem apresentar sinais de doenga, mesmo apds 9o
dias. Das amostras coletadas dos animais, parte estd armazenada em freezer a -70°
C para estudos posteriores e parte foi fixada em formol e estd sendo incluida em
parafina para proceder aos estudos histoldgicos e de imunohistoquimica. O estudo
desenvolvido até o momento permitiu as seguintes conclusoes: foi possivel obter
produtos do genoma completo pelo método de pirosequenciamento das amos-
tras em estudo, que estdo em andlise; os anticorpos para imunohistoquimica estao
sendo adquiridos, bem como o treinamento de recursos humanos para realizacio
das técnicas histologicas e de imunohistoquimica.

Apoio Financeiro: MCT/ CNPq/ Mapa / SDA n° 64/2008.
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Fazendas produtoras de bovino de corte e leite no norte e nordeste do
Estado do Rio de Janeiro: andlises da raiva transmitida aos bovinos por
morcegos hematdfagos e perfil econémico-sanitdrio

Florido, V.A.; Pereira, S.R.F.G.; Meireles, M.A.D.; Bernardo-Pedro, T.;
Oliveira, A.C.; Linhares, J.M.; Galante, A.C.; Vieira, L.F.P.

Rabies is an infectious disease of viral origin and lethal course that affects do-
mestic animals of economic interest (domestic herbivores). The main transmit-
ter for domestic herbivores is the common vampire bat Desmodus rotundus. The
objective of this work is to trace the profile economic-sanitary of the producing
farms of beef and dairy cattle with rabies transmitted by D. rotundus. Survey of
farms with rabies cases in Northern and Northwestern of Rio de Janeiro State
was made from the data of the Centers for Agricultural Defense (NDA) in the
study area, and questionnaires were delivered to farmers. Data were analyzed by
drawing a profile of these farms according to their production type, size and bre-
eding system, identifying the occurrence of rabies and the degree of knowledge
of the farmers about the virosis at the following locations: Batatal, Boa Vista,
Cardoso Moreira, Caxeta, Dores de Macabu, Espirito Santinho, Hatob4, Italiana,
Italva, Pedra Santa, Santa Maria, Sdo Francisco de Itabapoana e Vila Nova. Mi-
xed farming (37%), dairy farms (36%) and beef producing (27%) were typed. For
size, 47% were small-scale farming (up to 100 animals), 18% of medium farms
(100 to 300 animals) and 35% of large (over 300 animals). The farms had an
extensive creation system, even with pasture rotational; 55% of extensive system,
27% of extensive system with pasture rotational, and 18% of pasture rotational.
The presence of the vampire bat bite was reported in animals (75%); most far-
mers showed that knowing the dangers that the vampire bat-transmitted cattle
rabies can bring, but often there was negligence on their farms. The “vampiricid
topic” and the contact with NDA were the main control measures; 20% of the
farmers were applying the “vampiricid topic” on animals attacked, 30% applying
the “vampiricid topic” and sought NDA, and 50% sought NDA. All farms had
more suspected cases of cattle rabies than confirmed laboratory; 20% of the far-
mers reported suspected cases in their proprieties and of these, 50% did not have
sent samples for laboratory examination. Regarding the rabies vaccination, most
farmers vaccinate their cattle (80%), however in a mistaken way; 75% made in
the wrong period, 80% made not strengthening the first dose, and 20% have
never used rabies vaccine. The results show that, as in most of Brazil, in Northern
and Northwestern of Rio de Janeiro there are underreported cattle rabies cases.
Through a greater number of data and a focused effort to cattle farmers, more
information on prevention and control of rabies can be transmitted.
*CNPq/Mapa/SDA auxilio financeiro edital N° 064/2008. CNPq Bolsas. Proex-UENF Bolsas.
Universidade Estadual do Norte Fluminense “Darcy Ribeiro", Centro de Ciéncias
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Andlise filogeogrdfica de virus rdbico isolado de herbivoros domésticos
e de morcegos hematéfagos no Estado do Rio de Janeiro, Brasil, entre
os anos de 2001 e 2006

Pereira, S.R.F.G."; Chicarino, C.N."; Vieira, L.FP."; Castilho, J.G.%;
Bernardo-Pedro, T."; Kotait, .2, Camara, F.P3

Rabies is an enzootic disease in Brazil, including Rio de Janeiro state, espe-
cially rabies transmitted by vampire bats. All years are accounted large losses
of livestock due to this disease in the State. The aim of this study was perform
a phylogeographic analysis of rabies virus in the Rio de Janeiro state. It was
analyzed a dataset of 58 genetic sequences from the coding region of the N
gene. We isolated 35 samples in the Rio de Janeiro between 2001 and 2006 from
vampire bats and domestic herbivores in 18 cities of the State. It was retrieved
from GenBank 15 and 8 sequences from Sio Paulo and Minas Gerais states,
respectively. With the Beast v1.6 software package, the group of sequences was
analyzed by Bayesian Markov chain Monte Carlo method with the nucleotide
substitution model K3Puf + G, strict molecular clock and an exponential gro-
wth tree prior. The reconstruction of the spatial-temporal dispersion of the
samples, with viewing on Google Earth software, was performed by conti-
nuous phylogeographic analysis using relaxed random walks (RRW). The tree
topology showed at least four main clusters of rabies virus in the Rio de Janeiro
state. In a region of the state can exist, concomitantly, more than one virus
lineage. In the South region circulate two lineages, three in the Centre, two in
the Metropolitan and only one in the Northern region of the Rio de Janeiro
state. It can be noticed among the main clusters the formation of sub-clusters,
which consist of samples of nearby cities. Only a single sample from Itaborai
(metropolitan region) is included in a cluster with samples from the south
of state. The space-time analysis showed the rapid movement of this sample,
leaving the South toward the metropolitan region. Probably, this bovine was
transported during the incubation period of the disease. In the Rio de Janeiro
city was isolated a sample that has no close relationship with any other se-
quence analyzed. Probably the horse also was introduced in the Rio de Janeiro
state during the incubation period of the disease. The movement of the virus
among the States showed a spread of the virus from the Rio de Janeiro state
towards the Minas Gerais and Sao Paulo states. In this case, the samples were
genetically closer to those of municipalities near the border between the States.
The results show an intense movement of rabies across the Rio de Janeiro state.
These data can assist in disease control measures in the State.
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Mycobacterium bovis (spoligotypesb1141) inactivation in whipping
cream submitted to commercial pasteurization parameters

Rodrigues, L. A."; Ferreira Neto, J.S."; Ferreira, F.'; Amaku, M."; Dias, R.
A", Gongalves, V. S. P.2; Souza, G. O."; Telles, E. O."

A resisténcia térmica dos microorganismos ¢ influenciada pelas caracte-
risticas do agente, do substrato e do teor de gordura, dentre outros fatores.
Embora a pasteurizagdo do creme de leite tenha como objetivo a eliminagao
de microrganismos patogénicos eventualmente presentes no leite, além de
reduzir os deteriorantes, nao ha parametro legal de tempo e temperatura de
processamento desse produto. O Mycobacterium bovis é considerado um dos
patdgenos nido formadores de esporo de maior resisténcia térmica que pode
normalmente ser transmitido pelo leite. Em decorréncia das atividades do
Plano Nacional de Controle e Erradica¢do da Tuberculose e Brucelose Bovina,
tém-se varios isolados autdctones dessa espécie. Assim, este trabalho se propoe
a avaliar a inativagao de Mycobacterium bovis (espoligotipo SB1141 isolado de
bovino abatido no Estado de Sdao Paulo) em creme de leite fresco submetido a
alguns parametros comerciais de pasteurizagdo. Creme de leite pasteurizado
foi obtido no mercado, contaminado e submetido ao tratamento térmico em
banho-maria a 75° C, 80° C, 85° C e 90° C, por 5 e 15 segundos. O agente foi
quantificado por semeadura das diversas dilui¢des, em duplicata, em meio
Stonebrink com incubagéo a 36°C/4s5 dias. A redu¢do na populagdo variou
de 3,9 log UFC/mL até a 6,8 log UFC/mL o que mostra que, nas condigdes
do estudo, todos os bindmios estudados mostraram-se capazes de reduzir a
carga contaminante para niveis tdo baixos ou menores que o,1 log UFC/mL,
considerando a méxima contaminagéo inicial natural do leite por M. bovis (4
log UFC/mL), citada por Ball (1943).

Financiamento: CNPq/Mapa edital 64 e Fapesp (auxilio n° 2007/07595-9).
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Protocol for study of Mycobacterium bovis surviving in parmesan
cheese

Starikoff, K. R.'*; Ferreira Neto, J. S."; Ferreira, F.'; Amaku, M."; Dias, R.
A."; Gongalves, V. S. P2; Souza, G. O."; Telles, E. O."

Alegislagdo brasileira exige o uso de leite pasteurizado na fabricagdo de quei-
jos, exceto se o produto tiver um periodo de cura superior a 60 dias. Porém, ndo
héd comprovacéo cientifica solida de que o processo de maturagdo de queijos,
por si s6, seja suficiente para inviabilizar os patogenos eventualmente presentes
no leite cru. Assim, este projeto se prop0s a estabelecer um protocolo de estudo
sobre o efeito do processo de cura na viabilidade do Mycobacterium bovis em
queijo, que poderd ser utilizado para estudar o processo de cura de diferentes
queijos sobre os diversos isolados autdctones que circulam no Pais, inclusive

outros patogenos. A escolha desse queijo para o estudo se deve ao fato de que,
apesar de ser um queijo de cura longa (portanto pode ser fabricado com leite
cru), observa-se no mercado a existéncia de produtos que apresentam caracte-
risticas de cura curta, como a casca fina e massa macia, provenientes de empresas
pequenas que dificilmente teriam condicdes de manter a produgéo de 60 dias
em camara de cura antes de colocar o produto no mercado. Dois queijos foram
fabricados com leite experimentalmente contaminado com o espoligo tipo 1033
do M. bovis (6,0 log UFC/mL) e os queijos foram analisados semanalmente du-
rante a cura a 18° C (dias 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 € 63). As amostras foram
submetidas a dilui¢do decimal e seriada e semeadas em garrafas de cultivo ce-
lular contendo meio Stonebrink-Leslie adicionado de antibidtico e incubados a
36° C/45 dias. Os resultados mostraram uma redugdo média de 1,4 log UFC/g
durante os 63 dias de cura (média foi de 5,5 log UFC/g no dia 1 e 4,1 log UFC/g
no dia 63). Um terceiro queijo foi fabricado, mas os resultados foram perdidos
porque houve grande crescimento de fungos no queijo, o que inviabilizou a ana-
lise, devido a deterioragdo do meio de cultura durante o periodo de incubagio.
Estao sendo realizados estudos com esses fungos, de forma a se conseguir alterar
a formula do meio e reduzir a ocorréncia dos danos causados por eles.
Financiamento: CNPq/Mapa edital 64
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Development and validation of a new method for production of
malein for the diagnosis of glanders

Reis, J.K.P."; Leite, R.C."; Carvalho Filho, M.B.2; Ramos, R.M.?; Machado,
E.R3

O mormo ¢é uma doenga de potencial zoondtico que acomete primariamente
os equideos. O agente causal do mormo é a bactéria Burkholderia mallei, um basto-
nete pequeno, gram-negativo, imével, intracelular facultativo. No Brasil, as normas
para controle e erradicagio do mormo preconizam o uso dos métodos de diag-
nostico de fixagdo de complemento e o teste imunoalérgico da maleina. A maleina
atualmente utilizada no Brasil é importada e produzida com cepas exéticas de B.
mallei a partir de uma adaptacio da técnica utilizada para produgio de tubercu-
lina, resultando em um produto primariamente proteico, mas ainda pouco purifi-
cado. No projeto em tela, com o objetivo de aumentar a qualidade do reagente e a
especificidade do teste, foi efetuada a purificagdo parcial de quatro lotes de maleina
produzidos com cepas autogenas de B. mallei. A purificagdo do reagente visou a
separaracdo das fragdes proteicas de peso molecular acima de 350.000 Da, consi-
deradas mais imunorreativas. Foi utilizado um concentrado proteico produzido
pela precipitacdo do sobrenadante de culturas de B. mallei pela adicao de acido
tricloroacético. O antigeno foi purificado em um sistema de filtragao tangencial
equipado com uma membrana de celulose regenerada com ponto de corte de
300.000 Da. A fragio purificada foi caracterizada por SDS-PAGE e HPLC e apre-
sentou possuir peso molecular na faixa de 660.000 Da. As maleinas experimentais
tiveram sua poténcia testada frente a um padréo internacional pela inoculagio de
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equinos sensibilizados. A especificidade dos antigenos foi avaliada pela compara-
¢do das reagoes produzidas nos animais sensibilizados e nos controles negativos.
As reagdes foram medidas pela diferenca das leituras da dobra da pele, em milime-
tros, em cada ponto de inoculago, antes e 48 horas ap6s a inoculagao. As médias
das reagdes produzidas pelas maleinas experimentais e pela maleina-padrio nos
animais sensibilizados foram 6,82 mm e 3,15 mm, respectivamente. No grupo con-
trole, a média das reagdes produzidas pelas maleinas experimentais foi 1,80 mm.
O tratamento estatistico dos dados obtidos dos testes de poténcia e especificidade
revelou que as maleinas experimentais sio mais potentes que a maleina-padréo e
nao produzem reagdes inespecificas.
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Use of artificial intelligence (artificial neural networks) to classify the
pathogenicity of Escherichia coli isolates from broilers

Salle, C.T.P."; Rocha, A.C.G.P.%; Souza, G.F3; Salle, FO.™; Moraes,
L.B."**: Nascimento, V.P."; Moraes, H.L.S."

Os avangos nas pesquisas e nas ferramentas utilizadas vém resultando no
maior entendimento dos mecanismos de patogenicidade das E. coli e cada vez
mais é demonstrada a grande importéincia da interacdo dos diversos fatores de
viruléncia na determinagdo da patogenicidade. Entretanto, a diferencia¢do de
cepas virulentas e avirulentas continua sendo um problema no diagndstico e,
por consequéncia, na tomada de decisio pelos veterindrios de campo. Neste tra-
balho, sdo apresentadas trés redes neurais de inteligéncia artificial que foram
desenvolvidas por andlise dos genes responsaveis pela capacidade de adesio,
fimbria P (papC) e fimbria F11 (felA), produgio de colicinas (cvaC), presenga de
aerobactina (iutA), resisténcia sérica (iss), hemaglutinina temperatura sensivel
(tsh) e presenga dos antigenos capsulares Ki e K5 (kpsII), motilidade e do indice
de patogenicidade (IP) para a predigao ou classificagdo de patogenicidade de
cepas de E. coli sem a necessidade da utilizagdo de animais. Na Rede 1, utilizando
11 categorias de IP houve 54,27% de acerto. No intuito de melhorar o desempe-
nho do modelo, foi criada uma segunda rede, utilizando trés categorias de IP
com classificagdo correta de 80,55%. Na tentativa de melhorar ainda mais seu
desempenho, passou-se a trabalhar com apenas duas categorias, construindo,
dessa forma, a Rede 3. Com essa nova configuragao a classificacdo correta foi de
83,96%. As caracteristicas do modelo permitem a classificagdo da patogenicidade
das amostras isoladas nos galpoes com bom grau de confiabilidade, levadas em
conta a sensibilidade e a especificidade. Com esta metodologia a patogenicidade
da amostra é conhecida sem a necessidade da inoculagio de animais.
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Techniques for the identification of Circovirus type 2 in swine from pig
farms and slaughterhouse of the state of Sdo Paulo, Brazil
Martins, A.M.C.R.P.F,; Catroxo, M.H.B.; Bersano, J.G.; Ogata, R.

O Circovirus Suino tipo-2 é o agente etiolégico da sindrome multissisté-
mica do definhamento do leitio desmamado (SMDLD) ou da sindrome mul-
tissistémica caquetizante pos-desmame. Tem sido relatado em varios paises,
associado ou ndo a achados patoldgicos. E uma doenga emergente, que pode
tornar-se um fator limitante para o desenvolvimento da suinocultura mun-
dial, com mortalidade variando de 3% a 10%, podendo atingir 35%. O PCV-2
foi descrito, pela primeira vez, no Canada em 1991, associado & sindrome de
refugagem multissistémica dos suinos, em animais sem sinais clinicos de en-
fermidade e em animais com sindrome de dermatite e nefropatia suina, dis-
turbios reprodutivos, sindrome do complexo respiratdrio suino, pneumonia
proliferativa e necrosante e tremor congénito. E um DNA virus fita simples,
nao envelopado, com simetria icosaédrica, medindo de 15 a 17 nm de didme-
tro e tendo a sua replicagio favorecida por inibir a produgio de interferon.
Objetivando a detec¢ao do PCV-2, em amostras teciduais, foram utilizadas
as técnicas histopatoldgica, de contrastagdo negativa, de imunohistoquimica,
de imunocitoquimica eletrénica (imunomarcagio com particulas de ouro
coloidal em contrastagdo negativa), contribuindo para posteriores exames de
rotina dessas viroses nos suinos e, portanto, colaborando com o agronegé-
cio suinicola nacional. Foram examinados 65 animais provenientes de varias
cidades do Estado de Sao Paulo (Ibitina, Jacarei, Pedra Bela, Franco da Ro-
cha, Boituva, Descalvado, Embu-Guagu e Séo José dos Campos). As lesdes
histoldgicas localizaram-se de forma regular nos tecidos linfoides (deplegao
linfocitéria) (linfonodos, bago, tonsila, placas de Peyer) e pulmao, e de forma
menos frequente no rim, figado e outros tecidos. O achado relevante para
o diagnostico ¢ a presenca de células multinucleadas e inclusdes basofilicas
intracitoplasmaticas principalmente nos histidcitos, as quais sdo patognomo-
nicas da doenga. Cortes de tecidos positivos ou suspeitos pela histopatologia
foram submetidos a imunohistoquimica, usando o anticorpo monoclonal. A
reagdo antigenoanticorpo foi corada em marrom pelo DAB e visualizada em
12 animais dos 65 (18.46%) examinados. Em todos os 6rgaos, as células posi-
tivas foram encontradas nos infiltrados inflamatdrios. Esses resultados foram
confirmados pela técnica de contrastagao negativa (preparagao rapida) e de
imunocitoquimica com marcagdo com ouro coloidal para microscopia eletro-
nica de transmissao, sendo visualizadas particulas de circovirus, nao envelopa-
das, esféricas e isométricas, caracterizadas como particulas completas e vazias,
medindo de 17 a 20 nm de didmetro. A reagdo antigeno-anticorpo foi realgada
pelas particulas de ouro coloidal. O exame coproparasitologico das fezes e al-
cas intestinais apresentou resultados negativos. A IHQ e a imunocitoquimica
foram muito sensiveis para detectar PCV-2. Como os animais eram portadores
aparentemente sdos, fica um alerta sobre essa patologia emergente e limitante
do desenvolvimento dos suinos.
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Investigation of genes related with virulence in samples of Pasteurella
multocida through the multiplex-PCR protocols

Furian, T. Q;; Borges, k. A;; Rocha, S. L. S;; Salle, C. T. P;; Moraes, H. L. S.

Os atuais sistemas de criagdo na avicultura baseados na alta densidade
populacional aumentam os riscos de disseminacdo de enfermidades, especial-
mente das doengas respiratdrias e daquelas cujos agentes etiologicos possuem
mais de um hospedeiro. A célera aviaria (CA) possui essas caracteristicas e
geralmente apresenta-se de forma aguda e com altos indices de morbidade e de
mortalidade. Apesar de representar uma das patologias aviarias que deve ser
considerada para o diagndstico diferencial de enfermidades com notificagio
obrigatdria que cursam com morte stibita, a patogenia e os fatores de virulén-
cia envolvidos na CA ainda estdo pouco elucidados. O objetivo deste trabalho
foi pesquisar 15 genes associados & viruléncia em 25 amostras de Pasteurella
multocida isoladas de casos de CA na regido sul do Brasil, com o emprego
protocolos de multiplex-PCR. Além disso, o presente estudo visou a comparar
a capacidade de tipificagdo capsular do método molecular com testes fenotipi-
cos. Os protocolos de multiplex-PCR empregados foram capazes de detectar
todos os genes propostos. Os genes ompH, oma8y, sodC, hgbA, hgbB, exBD-
tonB, nanB, hyaD-hyaC estiveram presentes em 100% das amostras (25/25).
Os genes sodA e nanH em 96% (24/25), o gene ptfA em 92% (23/25) e o gene
pfhA em 60% (15/25). Os genes toxA, bcbD, dcbF nao foram identificados em
nenhuma das amostras pesquisadas (0/25). A tipificagdo capsular pelo teste
molecular apresentou maior capacidade de detec¢do quando comparada aos
testes fenotipicos, pois enquanto 36% (9/25) das amostras nao foram identifi-
cadas pelo teste convencional, apenas 8% (1/25) nao foram tipificadas através
pelo multiplex-PCR. Foram obtidos seis diferentes perfis genéticos, sendo P1
(negativo para os genes toxA, dcbF e bcbD) o mais comum. Com este traba-
lho, concluiu-se que os protocolos de multiplex-PCR empregados sdo uma
ferramenta bastante util e rdpida para a detecgdo simultdnea dos genes de vi-
ruléncia. Apesar da alta frequéncia dos genes estudados e de todas as amostras
pertencerem & mesma subespécie de P. multocida, foram observados seis perfis
genéticos, os quais devem ser confirmados em um estudo com um maior nu-
mero de amostras.
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Antimicrobial residues in goat milk produced in Paraiba state

Nardelli, M. J."*; Carvalho, M. G. X."; Nogueira, F. R. B.%; Silva, G. B."*;
Silva, A. C."*; Ribeiro, M. S. S."; Gomes, I. S."; Silva, |. B."

O leite de cabra é uma importante fonte proteica com caracteristicas de
facil digestibilidade e hipoalergenosidade. A Paraiba possui elevada produgéo
desse leite, voltada para venda ao programa governamental “Fome Zero” e a
distribuigdo as familias de baixa renda. O aproveitamento de seus nutrientes
¢ eficiente se ele estiver livre de contaminantes, tais como residuos antimi-
crobianos, que representam risco a saude da populagio, além de provocarem
prejuizos nas industrias de processamento. O consumo de leite com esses resi-
duos pode ocasionar problemas digestivos e quadros alérgicos em individuos
sensiveis. Além disso, a ingestdo de pequenas concentragdes favorece o estabe-
lecimento de resisténcia bacteriana. Portanto, este trabalho teve como objetivo
pesquisar a presenga de residuos antimicrobianos no leite de cabra in natura,
refrigerado e pasteurizado, produzido em municipios paraibanos. As amostras
foram coletadas em dois periodos do ano (chuvoso e seco) nas plataformas
de recebimento de postos de resfriamento e miniusinas em 11 municipios da
regido do Sertio e 18 da Borborema. As amostras foram colocadas em frascos
de 500 mL, identificadas com o nome dos produtores e mantidas sob refrige-
racio até o momento das andlises, realizadas nos laboratdérios da UFCG e das
miniusinas. As amostras foram homogeneizadas, retirando-se uma aliquota de
10 mL em tubos de ensaio, passando por um pré-aquecimento (80° C/smin)
para destruir as enzimas com atua¢do antimicrobianas. Em seguida, foi apli-
cado o teste microbioldgico de triagem Delvotest SP, seguindo metodologia
recomendada pelo fabricante. Das 1.148 amostras analisadas de leite de cabra in
natura, foram encontradas 36 (3,13%) positivas e 14 (1,21%) no limite de detec-
¢do para residuos antimicrobianos. Nas 28 refrigeradas, foram observadas duas
(714%) positivas e nas 20 amostras pasteurizadas, todas foram negativas. A re-
gido do Sertdo, apesar de possuir menor nimero de amostras de leite de cabra
in natura, das 139 amostras examinadas, teve 17 (12,23%) positivas e 12 (8,63%)
estavam no limite de detecgdo. Em relagdo a Borborema, com 1009 amostras
coletadas, foram observadas para o leite in natura 19 (1,88%) positivas e duas
(0,19%) no limite, além das 27 de leite de tanques de resfriamento, que apre-
sentaram duas (7,40%) positivas. Quando estudada a distribuigdo da presenca
dos residuos em relagio a sazonalidade, observou-se que nas duas regides o
periodo chuvoso apresentou maior nimero de amostras positivas (26) e 12
no limite de detecgdo, em relagdo ao periodo seco, com dez positivas e duas
no limite. No teste de triagem para monitoramento da presenca de residuos
antimicrobianos, foram identificadas amostras positivas no leite de cabra in

natura em tanques de resfriamento.
*Bolsistas do CNPq/Mapa.

"Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Satide e Tecnologia Rural,
CP 64, CEP 58700-970, Patos, PB, Brasil.

E-mail: juvetnardelli@yahoo.com.br

2Instituto Federal da Paraiba, Sousa, PB, Brasil.

Presence of antimicrobial residues after waiting period in milk of goats
with mastitis
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A mastite é um entrave na cadeia produtiva leiteira, reduzindo a produgéo e
comprometendo a composicdo do leite. Nos rebanhos caprinos leiteiros, é fre-
quente o emprego de antimicrobianos no tratamento dessa enfermidade e isso
ocasiona a presenga de residuos no leite de consumo. A presenca desses residuos
representa um problema de satide publica, podendo causar reagdes alérgicas e
seledo de bactérias resistentes. Esta pesquisa teve como objetivos o estudo da
presenca de persisténcia na eliminagdo de residuos antimicrobianos no leite
de cabras lactantes apds o periodo de caréncia, a verificagdo da ocorréncia de
mastite em um rebanho e a identificagio os agentes etioldgicos da enfermidade,
bem como sua sensibilidade dos mesmos aos antimicrobianos. Para isso, foram
coletadas amostras de 67 animais de um rebanho localizado no municipio de
Emas, PB, no periodo de novembro de 2010 a janeiro de 2011, sendo realizados os
testes de Tamis, California Mastitis Test (CMT), contagem de células somaticas
(CCS), cultivo e isolamento bacteriano e antibiograma. Foram selecionados 11
animais com agentes infecciosos e esses foram tratados com gentamicina (intra-
mamario) e oxitetraciclina (injetavel). Apo6s o periodo de caréncia recomendado
pelo fabricante (96h), pesquisou-se a presenca de residuos por meio do teste de
triagem Delvotest SP, encontrando-se como resultados positivos por animal: Ta-
mis 10,44%, CMT 52,23%, CCS 44,77% e cultivo microbioldgico 16,41%, sendo os
agentes isolados Staphylococcus sp. e Corynebacterium sp. os que apresentaram
resisténcia a penicilina, ampicilina, cloranfenicol e oxacilina. Tanto o tratamento
intramamadrio como o intramuscular apresentaram persisténcia de residuos,
33,33% € 20% respectivamente, por 144h. Além disso, 33,33% dos animais tra-
tados com gentamicina e 20% com oxitetraciclina apresentaram crescimento
bacteriano apds o tratamento. Ao final da pesquisa, concluiu-se que o rebanho
estudado apresentava mastite clinica e subclinica provocada por dois agentes,
com resisténcia aos antimicrobianos. Os animais foram tratados foi constatada a
persisténcia de residuos dos medicamentos utilizados apds o periodo de caréncia
recomendado pelo fabricante.
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Caprine mastitis caused by Staphylococcus sp. and Corynebacterium
sp. resistant to antimicrobial

Nardelli, M.J."*; Carvalho, M.G.X."; Garino Junior, F."; Silva, L.C.A.2;
Matos, R.A.T.2, Medeiros, N.G.A."; Silva, G.B."*; Silva, A.C."*; Ribeiro,
M.S.S.!

Nos caprinos leiteiros, a principal enfermidade infecciosa que acomete es-
ses animais é a mastite causada principalmente por bactérias dos géneros Sta-
phylococcus sp. e Streptococcus sp. A utilizagdo de terapias sem critério técnico
tém favorecido o surgimento de resisténcia desses agentes aos antimicrobianos
existentes no mercado, representando um fator de risco para a saude publica, ao
favorecer a selecdo de cepas com alta patogenicidade e produtoras de toxinas,
que poderdo causar infecgdes graves no organismo humano. Esta pesquisa teve
como objetivos estudar a presenga de mastite clinica e subclinica em rebanhos
leiteiros, identificar os agentes envolvidos e verificar a resisténcia dos mesmos
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a antimicrobianos comercializados na Paraiba. Para isso, foram examinadas 139
cabras em lactagdo, provenientes de duas propriedades localizadas no sertao
paraibano, utilizando os testes de Tamis, California Mastitis Test (CMT), cul-
tivo, isolamento bacteriano e antibiograma. Foram selecionados os animais com
agentes infecciosos e nesses foi aplicado o tratamento com quatro medicamen-
tos seguindo protocolos distintos: gentamicina bisnaga, oxitetraciclina injetavel,
gentamicina intramuscular e intramamario, flumetasona, neomicina e espirami-
cina, em dez, 11, seis e dez animais, respectivamente. Os animais foram pesados,
receberam o tratamento e seguiu-se o tempo de administragdo indicado pelos
fabricantes. Decorridos cinco e dez dias do tratamento, foram repetidos os exa-
mes microbioldgicos. Observou-se um percentual de mastite clinica de 10,79%
e subclinica de 67,62% no CMT, sendo que 37 (26,6%) animais apresentaram
infecgdo por Staphylococcus sp. e Corynebacterium sp., com percentual de 91,90
e 8,10 respectivamente. No antibiograma, os agentes detectados mostraram-se
sensiveis aos antimicrobianos utilizados nos tratamentos, porém 24,32% apre-
sentaram-se resistentes, com persisténcia do agente causador da enfermidade. A
oxitetraciclina apresentou maior percentual, em que 36,36% dos animais tratados
continuaram apresentando o agente e 6,89% reinfectaram-se ap6s o término do
tratamento. Os rebanhos estudados apresentaram mastite clinica e subclinica,
provocadas por bactérias dos géneros Staphylococcus sp. e Corynebacterium sp.,
as quais apresentaram resisténcia a antimicrobianos utilizados corriqueiramente
nas propriedades.
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Contribution from the Laboratério de Sanidade Animal (Ladesa) to the
agricultural defense of Bahia state, Brazil

Ribas, J. R. L."; Guimaraes, S. A. F24, Almeida, A. V. A. F24 Macedo, A.
C. C.2% Duarte, L. F. C.2% Santos, S. L.2* Santana, P. C.2%; Rosa, M. R.
G.24 Rodrigues, f. M.4

A implementagdo do Centro Laboratorial de Apoio 4 Defesa Agropecudria
foi concretizada no ano de 2009, com a aprovagio de um projeto pelo edital
64/2008 CNPq/Mapa/SDA, processo n° 578512/2008-4, que teve como obje-
tivo incrementar os diagnosticos laboratoriais nas areas de sanidade animal e
vegetal. O Laboratdrio de Sanidade Animal (Ladesa) foi implantado por um
convénio assinado entre a Agéncia Estadual de Defesa Agropecudria da Bahia
(ADAB) e a Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola S.A. (EBDA), com
a finalidade de identificar, desenvolver e adequar os principais métodos de
diagnostico na drea animal, contemplando as principais enfermidades de in-
teresse para a defesa sanitaria animal nas 4reas de bacteriologia, parasitologia
e virologia. E importante salientar que até o ano de 2008 o tinico diagnéstico
realizado no laboratério era o da anemia infecciosa equina (AIE). Dessa forma,
salienta-se a grande evolugdo das agdes até entdo desenvolvidas, com a expan-
sdo para outras enfermidades, tanto no que se refere ao desenvolvimento de
agoes laboratoriais de apoio a diagndstico de enfermidades que ocorrem nas
diversas regides do Estado, bem como jé desponta a realizagdo de agdes de



pesquisa, a exemplo da detecgdo de Salmonella sp. em frangos abatidos sob o
servico de inspecdo estadual, andlise microbioldgica do leite, levantamento da
leucose bovina, entre outros, além da contribuicéo na formagéo de profissio-
nais para atuar na referida drea com a capacitagdo de académicos, estudantes
universitarios, disponibilizagdo de estagios curriculares e de bolsas para estu-
dantes e veterindrios com a interveniéncia da Fundagao de Amparo a Pesquisa
do Estado da Bahia (Fapesb). Entre os anos de 2009 e 2011 foram analisadas ou
triadas para envio a laboratérios da rede oficial (Lanagros, IMA/MG e Lacen/
BA) o seguinte niimero de amostras: AIE (13.987), artrite encefalite caprina -
CAE (1.371), Brucelose ovina (1.036), pleuropneumonite ovina - maedi-visna
(81), LEB (439), salmonelose aviaria (485), babesiose equina (39), raiva (312),
encefalite espongiforme bovina - EEB (57), influenza aviaria (4.187), enfermi-
dade vesicular (191), enteroparasitoses de animais de produgio (104), ectima
contagioso (2), dentre outros. Em 2010, visando a avaliar a auséncia de circula-
¢do viral e avaliagdo da cobertura vacinal contra a febre aftosa em zona livre e
de protegio, o laboratério aliquotou e enviou ao Lanagro/PA amostras de soro
de 6.568 bovinos, contribuindo para o fortalecimento da agropecudria baiana e
reconhecimento internacional da extingdo da zona tampao do Estado da Bahia
pela OIE e zona livre de febre aftosa com vacinagdo, contribuindo, efetiva-
mente, para o desenvolvimento socioeconémico de toda a regido. Ressalta-se,
dessa forma, a efetiva contribuigdo que o referido projeto vem proporcionando
ao segmento pecudrio baiano, inclusive aglutinando esforgos dos 6rgaos esta-
duais que atuam em prol da pecudria baiana.
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Determination and quantification of sulfonamides in milk using rapid
resolution liquid chromatography coupled to mass spectrometry

Lemos, M. A. T.; Ochs, S. M.; Matos, C. A.; Pereira Netto, A. D.

Agentes antimicrobianos sido largamente utilizados no tratamento de do-
encas de animais que produzem alimentos para consumo humano. As sulfo-
namidas sao empregadas como agentes antimicrobianos e antiparasitarios no
gado leiteiro. Porém, essas substdncias ndo podem estar presentes no leite de
consumo, pois podem causar hipersensibilidade em individuos sensiveis e pro-
piciar a selegdo de cepas resistentes a essa classe de farmacos. Assim, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) estabeleceu um limite méximo per-
mitido (LMR) de 100 pg kg-1 desses firmacos no leite. O objetivo do presente
trabalho foi implementar condigoes de quantificagdo de sulfonamidas em leite
UHT integral de diferentes marcas adquiridas no comércio da cidade de Niteroi,
R]J, Brasil. A extragao das fortificagoes de 25 e 50 ug L-1 foi avaliada em triplicata.
Amostras de leite de 1 mL receberam adigdo de 250 e 125 uL da mistura de sulfas
estudadas na concentragao de 200 pg L-1 em metanol e adi¢do de 100 pL de
padrao interno (sulfameter — 1.000 ug L-1) e foram mantidas em repouso por
10 min. Posteriormente, foram adicionados 350 uL de 4cido trifluoracético 80%

em metanol para promover desproteinizagdo. A solu¢do obtida foi submetida a
extragdo por ultrassom e centrifugada. O sobrenadante foi recolhido em outro
tubo. Ao pellet, foi adicionada solugdo 0,1 M de Na2 EDTA pH 9 e o proce-
dimento de extragao foi repetido. O extrato do leite foi ajustado a pH 6 com
hidréxido de sédio 1M e submetido a uma etapa de clean-up por extragio em
fase s6lida com cartucho e elui¢do com 3 mL de metanol. O extrato resultante foi
concentrado sob fluxo de nitrogénio a 40° C até o volume final de 1 mL. As sul-
fonamidas foram determinadas por cromatografia a liquido de répida resolugio
com detecgdo por espectrometria de massas, utilizando-se interface de ionizagao
quimica a pressdo atmosférica, em modo positivo e monitoramento de reagdes
multiplas (MRM). Uma coluna (100 x 4,6 mm x 1,8 um) e fase mével composta
por metanol e solugdo aquosa de dcido férmico 0,05% foram empregadas. As re-
cuperagdes nos dois niveis de fortificagdo variaram na faixa de 72 a124% e de 75
a103% respectivamente, com desvios-padréo relativos que variaram de 2 a 12%.
Limites de quantificagdo de 2 a 5 ug L-1 foram obtidos. De modo geral, os valores
encontrados estdo de acordo com os valores de LMR do Codex Alimentarius
(10 pg kg-1). Nas amostras de leite UHT Integral analisadas ndo foi detectada a
presenca de nenhuma das sulfonamidas estudadas.
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Production and evaluation of vaccine against contagious agalactia

Campos, A. C.'*; Silva, R. B. S.2; Cordeiro, A. A.2**; Mamede, A. G.2**;
Alcantara, M. D. B.3; Melo, M. A2; Castro, R. S."; Azevedo, E. O.2

O trabalho teve como objetivo produzir e avaliar a eficiéncia de trés vacinas
contra a agalaxia contagiosa, uma doenga emergente em caprinos e ovinos do Nor-
deste brasileiro. Amostras de Mycoplasma agalactiae foram isoladas de animais
naturalmente infectados, identificadas e caracterizadas por provas bioquimicas,
reagdo em cadeia da polimerase, SDS-PAGE e western-blotting. Para avaliar a res-
posta soroldgica, foi utilizado um ELISA indireto. As vacinas foram inativadas
com formaldeido na concenta¢do de 0,4% e adsorvidas com hidroxido de alu-
minio (vacina 1), montanide IMS 2215 PR VG (vacina 2) e montanide Gel o1 PR
(vacina 3). Para o teste de eficiéncia, cada vacina foi administrada em um grupo
de oito caprinos e oito ovinos, jovens e adultos, machos e fémeas, previamente tes-
tados para agalaxia contagiosa. Um grupo de trés animais por espécie foi utilizado
como controle. Os animais foram imunizados com duas doses de 2 ml cada, via
subcuténea, com intervalo de 21 dias. Trés animais por grupo foram desafiados
com 107 ufc/ml de cultura de M. agalactiae, via oral, 65 dias apos a segunda dose
vacinal e acompanhados diariamente para verificagao de sinais clinicos, durante
90 dias. Nas fémeas em lacta¢o, o indculo também foi administrado via intrama-
maria. Amostras de leite, suabe nasal e ocular para isolamento de M. agalactiae e
soro sanguineo para determinagdo dos titulos de anticorpos foram coletadas se-
manalmente. As amostras isoladas apresentaram similaridade no perfil proteico
com bandas variando de 30 a 135 KDa no SDS-PAGE, sendo que a P48 apresen-
tou maior reatividade no western-blotting. As trés vacinas induziram produgio
de anticorpos satisfatorios, sendo mais elevados nos caprinos que nos ovinos. A
vacina 2 induziu titulos mais elevados que as demais nas duas espécies. Apds o
desafio, nenhum sinal clinico compativel com agalaxia contagiosa foi observado
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nos animais vacinados nas duas espécies. Uma cabra do grupo controle apresentou
alteragdes macroscopicas do leite, com redugéo da produgio, 28 dias pds-desafio.
Foi possivel o isolamento de M. agalactiae do leite desse animal. Os grupos con-
troles permaneceram com niveis de anticorpos abaixo do ponto de corte durante
todo o periodo anterior ao desafio. Conclui-se que as vacinas testadas induziram
niveis de anticorpos significativos. Recomenda-se a inclusdo dessa enfermidade
no Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos - PNSCO, tendo como
estratégia principal a vacinagao dos rebanhos.
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Epidemiological situation of bovine brucellosis in Brazil

Ferreira Neto, J. S."; Gongalves, V. S. P2; Amaku, M."; Dias, R. A."; Telles,
E. O.% Lobo, J. R3; Figueiredo, V. C. F3; Ferreira, F.

Dada a importéncia do PNCEBT para as cadeias produtivas de carne e de
leite e a falta de adequada caracterizagao epidemioldgica da brucelose e da tu-
berculose no rebanho bovino brasileiro, o presente estudo traz resultados sobre
a situagdo da brucelose em 15 Unidades Federativas (UF) (RO, MT, GO, DE, TO,
BA, SE, MS, MG, ES, R], SP, PR, SC e RS), que detém 82% do efetivo bovino
nacional. Essas UF foram divididas em regides e em cada uma foram amostra-
das, aleatoriamente, de 150 a 300 propriedades. Nas propriedades com até 99
fémeas (= 24 meses), dez animais foram amostradas aleatoriamente; naquelas
com cem ou mais, 15. Desses animais, foi obtida uma amostra de soro para reali-
zagao do teste AAT, seguido de reteste dos positivos pelos métodos 2ME ou FC.
As prevaléncias de focos e de animais foram calculadas por regido e também, de
forma consolidada, por UE. O trabalho de campo foi realizado entre outubro de
2001 e dezembro de 2004, exceto para Mato Grosso do Sul, que utilizou dados
de coleta de 1998. Os resultados mostraram grande heterogeneidade entre as
UF e alguns Estados mostraram importantes diferengas de prevaléncia entre as
suas regides. Em ordem crescente, as prevaléncias de focos foram: de 0,33 (0,0 2
IC95% > 1,0) em SC, 2,06 (1,5 = IC95% = 2,63) no RS, 2,52 (1,02 > IC95% = 5,12)
no DE 4,02 (3,23 = 1C95% > 4,8) no PR, 4,2 (3,1 > 1C95% > 5,3) na BA, 6,04 (4,98
>1C95% = 71) em MG, 9,0 (6,97 = IC95% = 11,55) no ES, 9,7 (78 = 1C95% > 11,6)
em SP, 12,6 (9,19 = IC95% > 16,01) em SE, 15,42 (12,91 > IC95% > 17,91) no RJ,
17,54 (14,91 = IC95% > 20,17) em GO, 21,22 (19,33 = 1C95%>23,11) em TO, 35,18
(32,09 = IC95% > 38,36) em RO, 41,2 (38,0 = 1C95% = 44,4) no MT e 41,6 (37,0
> 1C95% 2 46,3) no MS. Dentre os Estados que apresentaram heterogeneidades
entre regides, destacaram-se Rio Grande do Sul, Parand e Bahia. Todo o Estado
de SC, o sul do PR e o norte do RS compoem uma grande érea de prevaléncias
muito baixas, onde a vacinagdo com a B19 nao se faz necessaria e onde poderia
ser implementado um sistema de vigilancia para detec¢ao e saneamento dos
focos residuais. Essa experiéncia serviria de exemplo para o restante do Pais.
Em situagdo semelhante, encontram-se o Distrito Federal e a regido central da
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Bahia. Os demais Estados devem baixar a prevaléncia com a utilizagdo da vacina
B1g, vacinando, no minimo, 80% das bezerras nascidas. Além disso, a utilizagao
da vacina RBs1 em fémeas adultas propiciaria a obten¢ao de boas coberturas

vacinais mais rapidamente.
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Development of software for managing data produced by the
brucellosis and tuberculosis control and eradication national program
(PNCEBT) in the state of Rio Grande do Sul
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O Programa Nacional de Controle e Erradicagio da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT), instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abas-
tecimento (Mapa) em 2001, tem por objetivo especifico a redugao da prevaléncia
e incidéncia da brucelose e tuberculose. O PNCEBT preconiza agdes estratégicas
de controle, como certificagao voluntdria de estabelecimentos de criagdo livres ou
monitorados. Cabe ao médico veterinario habilitado (MVH) pelo Mapa a realiza-
¢ao de testes diagndsticos e participagdo no processo de certificagio. O processo de
certificagdo de estabelecimentos livres, que inclui testes consecutivos dos animais
do rebanho e daqueles que ingressem no estabelecimento, é complexo, gerando
expressiva quantidade de dados. Um estudo com dados do PNCEBT do Estado do
Rio Grande do Sul, RS, de 2008, analisou resultados de 63.226 testes individuais,
evidenciando o volume de informagdes geradas pelo programa. Frente a esse ce-
ndrio e a perspectiva da implantagao de politicas de saneamento por éreas politico-
administrativas no RS, é imprescindivel o desenvolvimento de sistemas de gestao
integrada de dados como mecanismo facilitador do processo de decisao. O obje-
tivo do projeto foi desenvolver um software para gerenciamento dos dados gerados
pelos MVH. A base de dados do sistema foi desenvolvida em linguagem MySQL
e a linguagem de programagéo do servidor foi desenvolvida em Rails. O sistema
possui quatro interfaces, sendo trés acessadas via web (nominadas: cadastro, web
do veterindrio e web do gestor) e uma acessada por um software cliente a ser ins-
talado nos computadores dos MVH (nominado SIGEMYV - Sistema Gerencial de
Monitoria e Vigildncia). O procedimento consiste da inser¢io no SIGEMYV, pelo
MVH, das informagdes da bateria de testes realizada, conforme aquelas definidas
no atestado de realizagdo de testes constante no Anexo III da Instru¢do Normativa
n° 30/2006, além da declaracdo das doses utilizadas. Os dados sao transmitidos
ao servidor via internet. Pela web do veterindrio, o MVH poderd emitir automa-
ticamente atestados de realizagdo de testes e relatério de utilizagdo de antigenos.



Ademais, dados cadastrais de propriedades e animais ndo necessitardo de nova
digitagdo quando da realizagdo de novos testes, os quais sdo submetidos & analise
de consisténcia intra e entreteste no momento de sua insergao. Os gestores do
processo terdo acesso as informagoes como quantitativo de propriedades em pro-
cesso de certificacdo, nimero de focos e niimero de testes positivos, dentre outras,
acessando a web do gestor. O sistema encontra-se em teste no municipio de Dois
Irmaos, Estado do Rio Grande do Sul, desde janeiro de 2011. A desburocratizagio
do processo obtida com a transmisséao digital e armazenamento de dados em uma
base integrada, anélise dos dados em tempo real e transparéncia das informagdes
sdo algumas das vantagens do sistema, que incrementardo a atratividade dos pro-
cedimentos de certificagdo voluntéria preconizados pelo PNCEBT.
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and tuberculosis control and eradication national program (PNCEBT)
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O Programa Nacional de Controle e Erradicagao da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT), instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abas-
tecimento (Mapa) no ano de 2001, tem como objetivo reduzir a prevaléncia de
brucelose e tuberculose e certificar um nimero elevado de estabelecimentos de
criagdo. Desde 2008, a partir da agdo pioneira nos municipios da Comarca de
Arroio do Meio, o Estado do Rio Grande do Sul, RS, tem caminhado para ado-
¢do de agoes de saneamento de brucelose e tuberculose dirigidas a dreas politico-
administrativas, com a adesdo progressiva de municipios para certificagio da
totalidade de seus estabelecimentos de criagao como livres e/ou monitorados.
O processo de certificagdo em massa gerard uma demanda por gerenciamento
de dados. Para obtengéo de certificagdo de livre de tuberculose e brucelose, um
estabelecimento de criagdo necessita de trés baterias de testes negativas consecu-
tivas, realizadas na totalidade de seus animais em intervalos de tempo definidos
em legislagao, os quais podem ser de até 360 dias, para o caso de todos os testes
serem negativos. Durante todo o periodo de teste, ha controle da movimentagao
e estoques animais. Todo esse processo necessita de ferramentas que otimizem
sua gestdo por parte de seus distintos participantes, objetivo preconizado pelo
projeto de desenvolvimento de um software para gestdo dos dados gerados pelo
PNCEBT. O SIGEMYV (Sistema Gerencial de Monitoria e Vigilancia) é¢ um apli-
cativo a ser instalado nos computadores do usuério final, nesse caso, médicos
veterindrios habilitados (MVH), com o objetivo de gerenciar e transferir os da-
dos dos testes de certificagdo de estabelecimentos para o servidor que contém a
base de dados. O municipio de Dois Irméos, RS, iniciou, em janeiro de 2011, 0

processo de certificagao de todos os estabelecimentos de criagao, atualmente em
curso. Esse processo foi utilizado como cendrio para teste de execucao do sis-
tema sob ponto de vista de seu usudrio final, varrendo suas funcionalidades em
busca de falhas e considerando as observagoes registradas pelos MVH. O teste
do sistema permitiu a identificagdo de falhas, a adequacéo de funcionalidades de
acordo com as demandas do processo de certificagao e a identificagao de cena-
rios ndo previstos em testes de funcionalidade. Além disso, permitiu a avaliagao
e a aceitagdo dos usudrios finais com relagdo ao software, principalmente com
relagdo a sua usabilidade. Paralelamente, o teste do sistema esta propiciando a
répida extragdo dos dados do servidor, permitindo, assim, tanto o acompanha-
mento da evolugao do trabalho, como o teste da base de dados. De marg¢o a
agosto de 2011, 134 estabelecimentos (74.8% do total) foram testados (992 e 1538
animais testados para brucelose e tuberculose, respectivamente), sendo confir-
mado um foco de tuberculose e um de brucelose.
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Risk factors for bovine brucellosis in Brazil
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A brucelose bovina é uma doenga infecciosa causada pela Brucella abortus
associada, principalmente, a problemas reprodutivos como abortamentos, nas-
cimento de crias fracas e baixa fertilidade. Por causar grandes prejuizos eco-
ndmicos ao setor pecudrio, o0 Mapa, em colaboragido com os servigos de defesa
sanitaria animal por unidade federativa e com o apoio da Universidade de Sao
Paulo e da Universidade de Brasilia, tem buscado conhecer melhor a situagdo
epidemioldgica da doenga no Pais. Entre 2001 e 2004, foram realizados estudos
de prevaléncia e fatores de risco da brucelose bovina em 14 unidades fede-
rativas (Bahia, Santa Catarina, Espirito Santo, Distrito Federal, Goids, Mato
Grosso, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondénia,
Sdo Paulo, Sergipe e Tocantins) do Brasil, as quais foram subdivididas em 61
regides pecudrias. Os resultados de prevaléncia ja foram publicados e revela-
ram grande heterogeneidade da situagio epidemioldgica da brucelose bovina
entre as diversas regides estudadas. Nesta pesquisa, os dados dos 17.100 reba-
nhos amostrados nas 61 regides foram submetidos a analise estatistica. Apds
uma analise exploratéria das variaveis por meio do teste do qui-quadrado,
procedeu-se & regressao logistica com todas aquelas que apresentaram um va-
lor p < 0,20. O modelo logistico final revelou que as principais varidveis asso-
ciadas a presenca de brucelose foram a compra de animais para reprodu¢ao e o
tamanho do rebanho, representado pelo nimero de fémeas na propriedade. O
risco de infec¢do, medido pelo Odds Ratio, para os rebanhos que compravam
reprodutores foi de 1,25 [IC 95%: 1.12 - 1.40]. O numero de fémeas no rebanho
aumentou o risco de infec¢do, tendo como base de comparagio os rebanhos
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com menos de 30 fémeas. O OR foi 1.94 [1.68 - 2.23] para os rebanhos com
31 a cem fémeas, 2.98 [2.55 - 3.49] para aqueles com 101 a 400 fémeas e 5.56
[4.53 - 6.82] para rebanhos com mais de 400 fémeas. Esse resultado reforca a
ideia, ja sugerida pelos estudos de prevaléncia, de que os sistemas de produ-
¢do pecudria mais extensivos, caracterizados por grandes rebanhos onde sdo
frequentemente introduzidos novos animais, estdo mais expostos a brucelose
bovina, o que podera explicar a prevaléncia alta encontrada em estados das
regioes Centro-Oeste e Norte do Brasil.
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Risk variables associated with the occurrence of leptospirosis and
reproductive rates in pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) in the
region of Nhecoldndia, Corumbd, MS, Brazil
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A Leptospira interrogans ¢ um dos principais agentes etioldgicos que afetam
um grande namero de espécies domésticas, selvagens e o homem. O veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) compartilha dos mesmos habitos biologicos
dos ruminantes domésticos no Pantanal, competindo pelos mesmos alimentos e
sendo acometido pelas mesmas doengas. O presente estudo foi desenvolvido no
Sudoeste da regido da Nhecolandia (Corumba, MS, Brasil), tendo como objetivo
a realizagdo de um inquérito por meio de técnicas soroldgicas e moleculares
de diagnostico sobre a frequéncia da leptospirose em veado-campeiro, além de
avaliar as varidveis de risco relacionadas com a leptospirose e associadas & ocor-
réncia de fémeas de veado-campeiro sem filhotes na estacdo de pari¢do. Foram
capturadas e identificadas 56 fémeas e trés machos de veado-campeiro para a ob-
tengdo de sangue total e soro sanguineo para o diagnostico molecular por PCR
e soroldgico da leptospirose. Em todas as fémeas foi realizada ultrassonografia,
tendo como resultado uma taxa de gestagao de 98,21% (55/56). A proporgdo de
sororreatores pela soroaglutinagio microscépica (SAM) foi de 28,81% (17/59) e
os sorovares Pomona e Autumnalis foram diagnosticados em 64,71% (11/17) e
29,41% (5/17) dos animais positivos, respectivamente. Utilizando-se os primers
G1/Gz e lepi/lep2 nio foi detectado DNA de Leptospira sp. no sangue de nenhum
cervideo. Foram identificadas, como varidveis de risco associadas ao diagnéstico
positivo da leptospirose, as temperaturas retais médias acima de 38,76° C e os
grupos de cervideos formados por trés ou mais individuos. Para a ocorréncia de
fémeas de veado-campeiro sem filhotes, durante o periodo de pari¢ao, a primi-
paridade foi indicada como varidvel de risco.

Apoio financeiro: Edital 64 CNPq/SDA/Mapa; Sistema Embrapa de Gestao.

52 mvé:z

"Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Medicina Veterindria
e Zootecnia, CP 549, CEP 79070-900, Campo Grande, MS, Brasil.

E-mail: igorale.vet@gmail.com

2Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Satide Animal, Sdo Paulo,
SP, Brasil.

*Embrapa, Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Corte, Campo Grande, MS,
Brasil.

“Embrapa, Centro de Pesquisa Agropecudria do Pantanal, Corumbd, MS, Brasil.

Standardization of the diagnosis for Clostridium difficile associated
diarrhoea in domestic animals
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Clostridium difficile ¢ um agente causador de colite em humanos. Em me-
dicina veterindria, é responsavel por diarreia profusa em potros e tem sido
considerado o principal agente causador de diarreia neonatal nao controlada
em suinos. O diagndstico é baseado na detecgdo das toxinas A/B por soro-
neutralizagdo celular (SNC), método considerado como padréo ouro, ou por
ELISA. Além disso, a genotipagem do agente fornece informagdes importantes
com relagdo a epidemiologia e potencial de viruléncia das estirpes isoladas. O
objetivo do presente trabalho foi padronizar a detecgdo das toxinas A/B em
linhagem continua de célula e uma PCR para detecgio dos genes codificadores
das toxinas A, toxinas B e toxina binaria de C. difficile. A SNC padronizada
em células VERO demonstrou-se mais sensivel que dois kits de ELISA comer-
ciais e tem-se mostrado eficiente para o diagnodstico em espécimes clinicos
de leitdes e potros. Com a PCR, foi possivel o isolamento e genotipagem de
amostras isoladas de cées, bovinos, leitdes e equinos, pela primeira vez no
Brasil. O proximo passo serd a avaliacdo, com base na SNC, dos kits de ELISA
comerciais em busca do mais sensivel e especifico por espécie doméstica. Além
disso, planeja-se a avaliagao da sensibilidade das estirpes de C. difficile isoladas

frente aos antimicrobianos comumente utilizados em medicina veterinéria.
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Dentre as clostridioses, as mionecroses sdo infec¢des necrosantes causadas
por uma ou pela associagdo das seguintes bactérias do género Clostridium: C.
septicum, C. chauvoei, C. novyi tipo A e C. perfringens tipo A e C. sordellii. Trata-
se de uma doenga que acarreta prejuizos significativos para a pecudria brasileira,
devido a elevada taxa de letalidade. A imunohistoquimica (IHQ), uma impor-
tante alternativa para o diagnostico dessas doengas, no Pais, permite a utilizagao
de materiais fixados em formol, aumentando o prazo entre a coleta e processa-
mento laboratorial, sem interferir na confiabilidade do diagndstico. Além disso,
essa técnica viabiliza o estudo epidemioldgico da frequéncia dos clostridios
histotoxicos, auxiliando a industria brasileira produtora de vacinas a adequar
os imundgenos oferecidos. O objetivo deste trabalho foi padronizar uma IHQ
para detecgdo de clostridios histotdxicos e aplicd-la no diagndstico etioldgico,
em um estudo retrospectivo. A padronizagio da IHQ foi realizada em tecidos
obtidos de cobaios experimentalmente infectados com cepas de referéncia de
C. septicum, C. chauvoei, C. novyi tipo A, C. perfringens tipo A e C. sordellii, por
meio da técnica da estreptavidina e biotina marcada. O diagnéstico etiologico
das mionecroses foi realizado em materiais de ruminantes enviados pela Escola
de Veterinaria, da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, MS. Foram ana-
lisadas amostras de 28 bovinos e de quatro ovinos que morreram entre os anos
de 2000 e 2010, com sinais clinicos e histopatolégicos compativeis com mione-
crose. A IHQ mostrou-se especifica para a detecgao dos clostridios histotdxicos
nos tecidos de cobaios experimentalmente infectados. No diagndstico etioldgico
retrospectivo, C. chauvoei foi o agente mais frequente (73,3%), seguido por C.
perfringens tipo A (53,3%), C. septicum (33,3%), C. sordellii (13,3%) e C. novyi tipo
A (10%). Alteragdes autoliticas leves e moderadas foram encontradas em 25% (n
=8) e 6% (n = 2) dos casos, respectivamente. No entanto, as lesdes histologicas
associadas aos numerosos bacilos detectados pela IHQ possibilitaram o diagnos-
tico final. Diante de métodos como a IFD, a andlise do estado de conservagio
do material recebido tende a ser limitada a uma avaliagao macroscépica. Porém,
a histologia associada a IHQ permite a determinacdo dos pardmetros que per-
mitem uma maior confiabilidade no diagndstico laboratorial das mionecroses.
Embora C. perfringens tipo A seja incriminado como causador de gangrena ga-
sosa em humanos, 0 mesmo é raramente descrito em ruminantes, sendo este o
primeiro estudo que contemplou a analise da frequéncia de C. perfringens tipo
A. Apesar de ter sido um dos mais frequentes causadores de gangrena gasosa, ele
compde apenas uma das vacinas comercializadas no Pais.
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Infec¢des humanas causadas por Salmonella spp. sio um importante pro-
blema de saude publica. Dados norte-americanos estimam que anualmente siao
diagnosticados 1,4 milhes de novos casos, cerca de 17 mil hospitalizagoes e 585
mortes. Para cada caso confirmado pelo CDC, outros 38 ndo sio reportados e
95% estdo associados ao consumo de alimentos contaminados. A identificagdo dos
sorotipos do género Salmonella ¢ importante para a caracterizagdo de surtos em
infec¢des humanas e na cadeia epidemioldgica relacionada a produtos alimentares.
No Estado de Sao Paulo, 0 aumento no isolamento de Salmonella enteritidis tem
sido observado desde 1993, em infec¢des de origem humana e ndo humana. Esse
clone epidémico isolado na década de 9o foi caracterizado como pertencente ao
fagotipo PT-4 e a um unico ribogrupo e a resisténcia aos antibiéticos foi obser-
vada principalmente em isolados provenientes de pacientes hospitalizados. Para
o tratamento de infec¢es humanas sérias por Salmonella, os antibidticos cipro-
floxacina e ceftriaxona sdo os recomendados. Antibidticos como a enrofloxacina
sdo utilizados em animais e podem estar relacionados ao desenvolvimento de
resisténcia a ciprofloxacina, no tratamento de infec¢oes humanas. A resisténcia
aos agentes 3-lactdmicos incluindo a terceira geragao das cefalosporinas tem sido
descrita em surtos de infec¢des hospitalares. O presente estudo foi desenhado para
avaliar a resisténcia antimicrobiana e caracterizar os sorotipos de Salmonella spp.
isolados do Programa de Redugio de Patogenos (PRP) - Ministério da Agricultura
do Brasil. No total, foram analisadas 1781 Salmonella spp. isoladas de frangos e
perus de corte 2005-2009, de diferentes matadouros e laboratérios certificados.
Os isolados foram testados pela técnica de disco-difusdo contra os seguintes an-
tibidticos: tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, ampicilina/sul-
bactam, enrofloxacina, ceftriaxona, gentamicina, cloranfenicol e ciprofloxacina.
A tipagem molecular foi efetuada pela técnica de ribotipagem automatizada e os
genes de resisténcia foram pesquisados pela reagdo em cadeia da polimerase nos
isolados que apresentaram resisténcia fenotipica. Foram detectados 53 sorotipos
diferentes e os mais prevalentes foram Enteritidis, seguido por Typhimurium e
Schwarzengrund/Bredeney. Ribogrupos mais prevalentes foram: 202-S-1 e 205-S-5
nos sorotipos Enteritidis e Typhimurium respectivamente. Resisténcia aos anti-
microbianos foi detectada na seguinte ordem decrescente: tetraciclina (22,23%),
ampicilina (9,48%), sulfametoxazol/trimetoprim (5,78%), ampicilina/sulbactam
(5,61%), enrofloxacina (4,88%), ceftriaxona (4,54%), gentamicina (4,15%), cloran-
fenicol (3,25%) e ciprofloxacina (0,50%). Entre os isolados resistentes a tetraciclina
a predominéncia foi do gene tetA. Dentre os isolados resistentes a sulfa/trim e ao
cloranfenicol a predominancia foi dos genes sul1 e gacEA1 respectivamente. Foram
detectados os genes gnr, principalmente o gnrB, nos isolados resistentes a enroflo-
xacina. Para os isolados resistentes aos B-lactamicos, foram detectados os genes
blaTEM, blaSHV, blaCMY-1 e blaCMY-2. Ja os genes aac6-1b, blaPSE, blaOXA,
catA1 e paspp-flor-like ndo foram detectados.

"Universidade Federal de Sdo Paulo, Laboratério Especial de Microbiologia
Clinica, Rua Leandro Dupret, 188, CEP 04025-010, Sdo Paulo, SP, Brasil.
E-mail: vinicius.sales@lemc.com.br

2Laboratério Nacional Agropecudrio, Campinas, SP, Brasil.

3Coordenacdo Geral de Apoio Laboratorial, Brasilia, DF, Brasil.

Evaluation of calf distribution by herd and effectiveness of “Projeto de
Apoio a Saude Agropecudria (Pasa)" on vaccination level for bovine
brucellosis on north of Minas Gerais, Brazil
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Cardoso, D. L."; Vieira, L. C.2; Rocha, C. M. B. M.3; Costa, G. M.3; Lucci, J.3*

A vacinagio obrigatdria de fémeas de trés a oito meses é uma das principais
agdes do Programa Nacional de Controle e Erradicagao da Brucelose e Tuber-
culose (PNCEBT) no Brasil. O Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA), com
o apoio da Vallée, executa o Projeto de Apoio a Satide Agropecudria (Pasa)
desde 2002. Seu principio é desenvolver metodologias educativas para pro-
mover a sanidade animal e consciéncia para sustentabilidade e saide. O Pasa
tem inovado na inclusdo social, ocupagdo e renda de pequenos agricultores,
fixando o homem no campo. Os Agentes de Satide Agropecudria (ASA) re-
alizam vacinag¢des para buscar os indices acima de 80% recomendados pelo
Ministério da Agricultura (Mapa). Com o objetivo de avaliar a relagdo entre
os indices de vacinagao e a distribuicdo de animais nos rebanhos e atuagdo
do Pasa, pois a maior dispersdo de animais em inimeros rebanhos dificulta a
agdo de vacinagdo, foram coletados dados do cadastro do IMA de 1/1/2007 a
31/12/2007. Foram estudados 77 municipios do norte do Estado de Minas Ge-
rais, desses 11 com o Pasa em funcionamento, a mais pobre regido do Estado.
E caracterizada por escassez de centros urbanos e profissionais auténomos,
rebanhos com baixa tecnologia e baixa qualidade da terra. O clima é quente,
beirando o semidrido, com longos periodos de estiagem. As andlises foram
efetuadas no SPSS 18.0. Foram retirados dados considerados “outliers”. Foi re-
alizada a andlise descritiva de todas as varidveis levantadas e calculadas a cor-
relagdo de Pearson e regresséo linear simples e maltipla considerando-se como
variavel dependente a “percentagem de vacinagdo” e como independentes a
“presenca/auséncia do PASA” e a “% de rebanhos com mais de nove bezerras
em idade 0-12 meses”. O nivel de confianga utilizado foi de 95%. A média de va-
cinagdo foi de 69,69 + 19,47 e de “percentagem de rebanhos com mais de nove
bezerras” foi de 71,88 + 16,47, com correlacio de 49,2% (p = 0,000). A cada 1%
que aumenta a concentragdo de “rebanhos maiores de nove bezerras” hd um

» «

aumento de 0,581 na “% de vacina¢ao”. “Rebanhos que possuem Pasa” tém em
média 29,27% a mais de vacina¢io (1C23,95-34,59; p = 0,000). Municipios sem
Pasa tém média de vacinag¢do de 65,50 * 17,75 € com 94,77 * 5,02. No modelo
multiplo, os incrementos médios ajustados para “‘com Pasa” = 29,16 e a cada
“% de rebanhos maiores” = 0,58 (p = 0,000). Concluimos que ¢ fundamental a

presenca do Pasa naqueles municipios em que ha maior dispersdo de bezerras.
*Bolsista de Iniciagdo Cientifica, UFLA.
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Contaminacgdo por micotoxinas em sistemas de producdo leiteira no
Estado do Parand, Brasil

Ramos, C. E. C. O."; Santos, G. T."; Damasceno, J. C."; Kazama, R.?%
Netto, D. P3; Vieira, T. S. W. J.3

Aiming to identify and characterize milk and feeds contamination by

mycotoxins it were monitored 96 milk farms in 2009/2010. The study was made
in three regions of Parana state, representatives of dairy production according
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to report of Ipardes in 2009. Two kinds of data were collected: samples of fee-
dstuft offered to herd, milk, water and in the other hand, production systems
data, collected by a guided interview and questionnaire. Toxicology analysis
was made according to methodology described by Soares e Rodriguez-Amaya
for feedstuff and by ELISA immunoassay kit for aflatoxin M1 — AFMu1 in milk.
Comparison for regions and seasonal variation of contamination was analyzed
by Generalized Linear Models - GLM. Data of milk contamination by mycoto-
xins and their sources were analyzed under path analysis method. Information
collected by questionnaire was related to: storage process, type of feedstuff and
supply period of these feeds. Contamination prevalence was 29.2% of all feed
samples for mycotoxins. The main contamination by mycotoxins was related
to corn and these byproducts (p < 0.05), especially commercial concentrates.
On the other hand, aflatoxins were predominant (p < 0.05) over the other
mycotoxins metabolites, overall the aflatoxin B1 - AFB1. Milk contamination
measured for AFM1 presented seasonal variation (p < 0.05), lower concentra-
tions in rain periods ah higher in dry periods. This can be explained for the
increase of concentrates, silage and hay supply in dry period, due to restriction
in the forage mass production. There was no effect for regions concerning to
AFM1 concentrations, but the range of variation was large, 0.12 to 1.20 pg/L.
This shows that the Dairy Production Systems — DPS in farms are widely hete-
rogeneous in terms of practices and this interference in contamination of dairy
production by mycotoxins. The main source of milk contamination (AFM1)
was the presence of metabolites of aflatoxins in feedstuff, independent of the
feed source. Corn and those byproducts have weak direct effect in AFM1 con-
centrations. This means that the contamination by aflatoxins is generalized
among the feed sources and there is no one main source for contamination in
analyzed feeds. The major direct effect on AFM1 (0.51) was observed for AFB1,
which is reinforced by information available in literature. AFB1 is the major
metabolic precursor of AFM1, in mammal’s organisms. We conclude that afla-
toxins are the main mycotoxins contaminants in feeds and it is widely spread
in all studied regions. There is a seasonal variation in those concentrations in

feed, consequently in AFM1 milk levels.
*This research was supported by CNPq/Mapa/SDA, announcement 64/2008 - line 2.
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Deteccdo de patégenos de Apis mellifera L. (Hymenoptera, Apidae) em
mel com PCR multiplex e seu uso em amostras brasileiras

Puker, A.'**; Teixeira, E. W.2; de Paula, S. O.3; Pinto, F. A."; Silva, I.
C.4***: Santana, W. C.%; Message, D."****

Several pathogens attack the bees Apis mellifera L. (Hymenoptera: Api-
dae) around the world, such as the bacteria Paenibacillus larvae and the fungi
Ascosphaera apis, Nosema apis and Nosema ceranae. Their distributions in
some parts of the world, such as Brazil, are not fully known not only because



of the difficulty of collecting samples such as in our large country, but also
because of the time and the cost of diagnosis techniques involved. The
analyze of the presence of the spores of honeybee pathogens in honey has
shown to be a good strategy for epidemiological studies and early detection
before the expression of symptoms in the colony. Therefore it is important
the standardizantion of techniques for rapid diagnosis to facilitate the safe
performance of the epidemiological surveys, and controlling the spread of
these microorganisms. Here, we it was standardized a multiplex PCR tech-
nique for simultaneous detection of four pathogens of A. mellifera: A. apis,
N. apis, N. ceranae and P. larvae in honey. This technique was used in honey
samples from some Brazilian states. Sterile honey samples (20 mL) were ar-
tificially contaminated with all selected pathogens. These positive samples
were diluted in 30 mL sterile water followed by centrifugation. DNA from
pellet was extracted using a commercial kit. A Multiplex PCR was standardi-
zed using specific primers and a common melting temperature. Recommen-
dations of national legislation were used for preparation of honey solutions
submitted to the developed technique. Also it were prepared samples of ho-
ney collected from brood area, extracted honey from supers by beekeepers
and acquired from different commercial establishments used to validate the
multiplex PCR, as well as to conduct a preliminary assessment of the distri-
bution of pathogens (A. apis, N. apis, N. ceranae and P. larvae). The standard
technique of this study was effective for diagnosing of the four pathogens in
honey of A. mellifera: A. apis, N. apis, N. ceranae and P. larvae. Primers used
in both PCR reactions (monospecific and multiplex) for DNA amplification
of the target pathogens were precise and sensitive, resulting in products of
expected sizes. The formation of nonspecific fragments and/or other artifi-
cial PCR products was not observed in multiplex PCR reactions. Thus, this
method was suitable for simultaneous detection of the selected pathogens of
A. mellifera extracted from honey, and probably can be used in other hive
products with minor modifications. The selected pathogens were not found
in the honey samples analyzed with this multiplex PCR standardized.

*Capes, CNPq, Mapa.

**Programa de Pds-Graduagao em Entomologia, Departamento de Entomologia, Universidade
Federal de Vigosa.

***Programa de Pos-Graduagao em Entomologia.

***Bolsista DTI-1/CNPq (Proc.578293/2008-0/CNPQ).
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Sanidade apicola e perdas no Brasil. Sanidade apicola e perdas de
colénias no Brasil

Teixeira, E. W."****; Message, D."2*; Alves, M. L. . M. F. A."; Santos,
L. G."***. Simdes, Z. L. P.2; Lazzarini, K. R. G.2**; Bitondi, M. M. G.2;
Lourencgo, A. P2 Silva, I. C.2*****: Chen, Y.3; Evans, J. D.3; Pettis, J. P.3

In Brazil, though the Africanized honeybees are considered resistant and
tolerant to most of bee pathogens and parasites, in recent years considerable
losses have been reported in some localities, especially in the Southeast and
Southern states. Since the phenomenon that is affecting honeybees around
the world has been observed also in Brazil (with less intensity), we proposed a
research project aiming to determine possible causes for such decline or losses,
and in particular to test the likelihoods of specific predicted causative agent(s)
for this condition. Alternative approaches, including genetic screening can
be extremely useful and can accelerate important discoveries related to the
current problem. Here it was present an overview about these activitites and
a summary (2009 to 2011) of the situation in the two regions. No symptoms
of the American Foul Brood were detected and analysis of more than 600
honey samples presented negative results, using the Brazilian official method
for microbiological detection of Paenibacilus larvae in honey (molecular tech-
niques confirmed such absence). Leptomonas apis, and Spiroplasma apis were
also detected in Sao Paulo State samples. One of the main sanitary problems
of the Africanized bees (beekeeper loses, sometimes, all colonies during less
than one-month period) is Brazilian Sacbrood-like disease, caused by the toxic
effects of the Stryphnodendron spp pollen in the Atlantic Forest and Savan-
nah regions (Sac Brood Virus has not been detected in these colonies and
the symptoms are similar). Nowadays, the selection for resistance is under
evaluation. Other brood mortality has been also observed during the last years
showing anomalous symptoms. In adult bees different type of viruses such as
ABPV, DWYV, BQCV, IAPV have been detected, and previously CWV, FV and
CBPV. Accidents with insecticides have been related. Collapse and mortality
of adult bees have been detected in sugar cane areas where neonicotinoids
normally are used, but in areas without sugar cane crop too. Nosema ceranae
is present in many apiaries, showing high prevalence. The obtained results in-
dicated that N. ceranae infection seems to supress bees immune response of
A.mellifera due the peptides transciptiom of the antimicrobes abaecina and
himenoptaecina. N. apis was detected only in some localities of Santa Catarina
and Parand. Varroa destructor is present throughout apiaries, but causing no
apparent direct economical damages. Replacement of the queens from beehi-
ves showing symptoms has been recommended, avoiding chemotherapeutic
drugs usage. There is a critical need to increase the number of technicians and
laboratories dedicated to bee pathology in several regions of the country in
order to have a better control of the sanitary situation in the apiaries. Patholo-
gical, epidemiological, and widespread studies must be conducted as no single
pathogen seems to be predominant in declining bee colonies.

Supported by CNPq/Mapa/SDA (Edital N° 064/2008).
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Merctrio, chumbo, arsénio e cdadmio em camarées frescos e
congelados coletados em trés fazendas

Botaro, D.; Longo, R. T .L.; Galvdo, P. M. A,; Lino, A.S.; Torres, J. P. M;
Meire, R. O.; Pizzochero, A. C.; Malm, O.

Trace metals are not obvious pollutants present in shrimp farm effluents.
However, some trace metals are present as natural components in aquafeeds,
as impurities in fertilizers or as active principles of pesticides, which can be ac-
cumulated in shrimp tissue. It were analyzed 9o muscle samples of fresh and
frozen farmed shrimp and pond water collected in three farms in Brazil, between
September 2008 and March 2011. It were determined total mercury concentra-
tions by a flow injection mercury system and, lead, arsenic and cadmium con-
centrations by graphite furnace atomic absorption spectrophotometry. Mercury
levels in the farmed shrimp ranged from 0.01 - 0.18 mg.kg-1in fresh shrimp, and
from 0.002 — 0.008 mg.kg-1in frozen shrimp (wet weight). A similar behaviour
was observed to lead concentrations, since frozen shrimp presented markedly
lower lead concentrations (0.30 — 0.89 mg.kg-1) than fresh shrimp (0.92 - 2.89
mg.kg-1). In the case of arsenic, were observed concentrations of 0.01 - 0.77
mg.kg-1in fresh shrimp muscle, and were no detected concentrations of this
trace metal in muscle of frozen shrimp (Limit of detection of 0.002 mg.kg-1).
The shrimp freezing process consists of a preliminary washing thoroughly in
chlorinated water (5 ppm) to remove any remaining mud or sand, and to re-
duce bacterial contamination. The shrimp are drained as much as possible and
are then ready for freezing through quick-freezing tunnel (individually quick
frozen). There is no evidence indicating that this process contributed to the re-
duction of trace metals levels in frozen shrimp, but is clear that lead, arsenic and
mercury levels are markedly lower in frozen than fresh shrimp. It was observed
low concentrations of trace metals in pond water and also in shrimp muscle. In
relation to the monitored years, in 2008 it was observed a slightly higher con-
centration of all trace metals in fresh shrimps compared to other years. Episodes
of intensive precipitation caused recurrent devastating floods in the region in
2008, and caused harm to farms evaluated. Thus, increased concentrations of
these trace metals in the rainy season may be related to resuspension of particles
deposited in the sediment of the bottom in the ponds and therefore available for
incorporation into these trace metals by aquatic biota. It can be concluded that
farmed shrimp in Brazil is safe for human consumption. Thanks go to CNPq/
MAPA/SDA 577906/2008-9 for finantial support and scholarships conceded.

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Biofisica “Carlos Chagas
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Mercdrio total em ragGes, filés e figado de tildpia do Nilo de
pisciculturas

Botaro, D.; Longo, R. T. L.; Galvdo, P. M. A,; Lino, A. S.; Torres, J. P. M;
Meire, R. O.; Pizzochero, A. C.; Malm, O.

Fish consumption is considered the most important source of contaminant
exposure for humans beings, and farmed fish can be exposed to contaminants
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via feed supply. Total mercury concentrations (THg) were determined in the
muscle, liver and feed of farmed Nile tilapia (juveniles and adults) from four
different fish farms (net cage and pond systems), by a flow injection mercury
system. Mercury concentrations observed in muscle and liver were lower than
the values recommended by Brazilian regulatory agency (Anvisa) for fish of
500 pugTHg.kg-1 and fish farm NC1 showed the highest THg concentrations
when compared to the other fish farms. There are reports of strong gold explo-
ration around 1987 in this region, where more than 100 ferries worked in mi-
ning this metal. The low THg concentrations found in muscle of farmed tilapia
in this study confirm the low tendency of these fish to accumulate Hg, since
they are less exposed to this contaminant than wild tilapias. Other factors, such
as higher growth rate and shorter life span when compared to wild fish can
contribute to marked reductions in THg concentrations. Body lipid content
can also influence contaminant concentrations accumulated in an organism.
Lipid concentrations in the present study in fish muscle ranged from o.7 to
4.3%, noting that lipid levels were higher in NC than in PS fish farms. Thus, hi-
gher THg concentrations in the muscle tissue with lower lipid concentrations
(PS farms) were observed. The low THg concentrations found in the analysed
fish feed (5.2 - 33.2 pg.kg-1) can be also responsible for the low concentration
in fish muscle. Therefore, continuous monitoring of contaminant concentra-
tions in fish feed is necessary due to variations in the use of ingredients, which
cause variations in the concentrations of undesirable substances in commer-
cial feeds. In relation to tissue analysis, a statistically significant difference (P
< 0.05) between Hg accumulation in liver and muscle was observed, where
the liver presented the highest concentrations. Regarding fish age difference, a
statistically significant difference (P < 0.05) was observed when comparing Hg
accumulation between adults and juveniles, with larger fish having higher THg
concentrations than smaller fish. Differences in bioaccumulation rates can be
related to the different nutritional needs of fish in different life stages. Thus,
fish age is an important factor, due to changes in food supplies, as well as the
increased exposure time of the animals to Hg.

Finantial support and scholarships CNPq/Mapa/SDA 577906/2008-9.
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Desenvolvimento de um imunoensaio para diagnéstico diferencial da
tripanossomiase de interesse veterindrio: Um levantamento preliminar
da proteémica de tripomastigotas de Trypanosoma evansi usando a
abordagem LC/MS/MS para o diagnéstico diferencial

Duarte, D. P.'*; Ott, T.%; Lazzarotto, C. R."; Aguiar, F. C."; Schneider, B.";
Ferreira, H. B.2; Miletti, L. C.

The veterinary trypanosomes Trypanosoma evansi and Trypanosoma
vivax are parasites that affect many animals species such as horses, camels
and bovines causing significant economic losses to livestock industry around



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.
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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 psicrotréficas,
dentre as quais fazem parte algumas espécies de clostridios e enterobactérias.
Essa deterioragdo é caracterizada pela intensa distensdao da embalagem, le-
vando a produgdo de gases e odores desagradaveis. O objetivo deste trabalho
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foi avaliar a presenga 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 vé-
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 analises
convencionais de cultivo visando ao isolamento de Clostridium estertheticum
nas amostras de carne e identificagdo dos isolados obtidos pela técnica de PCR.
Para o isolamento de enterobactérias, foram realizadas analises convencionais
de microbiologia e para identificagio 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 ndo houve detecgao de C. estertheticum nas amostras de carne.
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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.2

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-
tinagao) 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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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



de n-PCR e inoculados em células MDBK para observagao de efeito citopatico.
Todos os grupos, com excegio do CLS, apresentaram resultados positivos para
a n-PCR tanto para zigotos quanto para as ultimas gotas. Houve a presenga
de efeito citopético em todos os grupos, exceto no grupo CLS demonstrando
a viabilidade do virus apds os tratamentos. Esses resultados demonstraram
que o tratamento com tripsina nao foi eficaz na eliminag¢do e/ou remogao do
BoHV-1. A necessidade de estudos dessa natureza é de fundamental importéan-
cia ao considerarmos o potencial risco da transmissdo de patégenos emergen-
tes e pouco controlados pelas biotécnicas da reprodugao, visando, dessa forma,
ao controle e a produgio de embrides sadios.
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Colony collapse disorder in Africanized honey bees Apis mellifera L.
(Hymenoptera, Apidae) in Brazil

Message, D."**; Guidugli-Lazzarini, K. R."***; Freitas, N. H. A,1****,
Simdes, Z. L. P2; de Jong, D.? Silva, |. C.3*****; Teixeira, E.wW.!

As abelhas Apis mellifera L. sdo responsaveis pela movimentagao de 15 bi-
lhoes de délares relacionados & produgéo agricola, devido a agdo polinizadora
de cerca de 1,6 milhdes de colmeias nos EUA. No Brasil, essa pratica ainda
¢ incipiente, no entanto na cultura da maga no sul do Brasil sdo emprega-
das cerca de 60.000 colmeias para executar a polinizagdo. Nas duas tltimas
décadas, um forte declinio desses polinizadores tem estimulado cientistas
de todo mundo a buscarem os agentes causadores dessas perdas, porém, até
o momento, os resultados nao sdo conclusivos. Neste trabalho, foi apresen-
tado um relato de perdas de coldnias de abelhas que vem sendo observado
no sudeste e sul do Brasil. O primeiro relato de colapso de colmeias, similar
a CCD (Colony Collapse Disorder), descrito nos Estados Unidos desde o ou-
tono de 2006, foi observado pela primeira vez em duas colmeias na regiao de
Altindpolis, SP, ocorrido entre duas revisdes feitas em agosto de 2008 (com
intervalo de 14 dias), deixando muito alimento (mel/pdlen), poucas crias e
abelhas adultas, presenca da rainha, auséncia de abelhas adultas mortas e de
crias doentes. Em abril de 2010, observou-se entre duas coletas de abelhas
forrageiras (com intervalo de trés dias) em um apidrio experimental com 20
colmeias no campus da USP de Ribeirdo Preto, SP, a perda de duas colonias
com sinais clinicos similares aos da CCD. Entre abril e julho, foram perdidas
mais 13 colmeias, no entanto com alta incidéncia de “crias andmalas ou crias
marrons” e morte de abelhas adultas, totalizando 70% de perdas. Entre janeiro
e junho de 2011, observou-se o colapso de quatro das cinco colmeias restantes,
dessa vez com niveis de infec¢ao de Nosema ceranae até entdo nao detectados,
chegando a 40 milhdes de esporos/abelha. Ao longo dos ultimos anos, tém
sido reportadas, por apicultores e por fiscais federais/estaduais, altas perdas
de colonias nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand e Santa Catarina.
Até 0 momento, analises feitas por PCR em abelhas forrageiras, coletadas de
colmeias nas regides afetadas, tém mostrado a presenca dos virus: IAPV, APV,
DWYV e BQCYV, dos microsporidios N. ceranae e N. apis, e do acaro Varroa
destructor. Embora resultados conclusivos ndo estejam disponiveis, nos casos

de perdas similares & CCD, nossa hipdtese é de abandono anormal da colonia
em vez de desaparecimento das abelhas, causado por colapso comportamental
que poderia ser resultante de sinergismo envolvendo os patégenos detectados,
condigdes climdticas e possiveis residuos em doses subletais de inseticidas,
que sdo amplamente utilizados de forma legal e ilegal nas regides com perdas
de abelhas no Brasil.
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IDApi, a software for evaluation of beekeeping
Tassinari, W.S."; Lorenzon, M.C.2**; Koshiyama, A.S."; Soares Neto, J.3

Atualmente, as empresas publicas e privadas, ligadas a apicultura, procu-
ram identificar os obstaculos do segmento apicola e, por vezes, utilizam censos
e levantamentos para diagnoésticos, preparo de planos e agdes corretivas em
torno dos indices de produgao. Comumente, os diagnésticos da apicultura
sdo apenas tratados pelos numerdrios dos fatores de produtividade, como a
producdo média anual por colmeia e a produgio total de seus produtos, sem
muitas vezes indicar os aspectos tecnoldgicos que conduzam a produtividade.
Além disso, os levantamentos exigem recursos financeiro e humano substan-
ciais, além de prazos extensivos. Este estudo formulou um indice, chamado
de indice de desempenho apicola-IDApi, para auxiliar na avaliagdo da atual
conjuntura da apicultura. Para sua formulagéo, foram trabalhados os dados
extraidos de um levantamento apicola do Estado do Rio de Janeiro (2009). Foi
preparado um banco de dados, a partir de questiondrios (266 varidveis) apli-
cados aos os apicultores, obtidos por meio de entrevistas dirigidas por técnicos
treinados. O modelo estatistico do IDApi foi efetuado por andlise exploratéria,
que criou os escores: 0 a 0,5, 0 IDApi é fraco; 0,51 a 0,75 é regular; e entre 0,76
a1,0 é satisfatério. Sua formatagao também foi preparada por web designer. O
indice se apresenta em apenas um valor, de forma geral ou segmentada, que
provém da analise de trés principais temdticas da apicultura: instalagdo, povoa-
mento de apidrios e manejo & produgéo. Particulariza-se a aplicagao do IDApi
em um estudo de caso, a partir dos dados do levantamento apicola (2009),
tomando-se como foco as perdas de colmeias, muitas devido a ocorréncia de
doengas. Os dados foram organizados em dois grupos: A, obtido de 27 munici-
pios, que apresentavam altas perdas de colmeias por ano (= 20%); B, composto
por nove municipios, que cerceavam os do grupo A, e nesse caso as perdas sdo
aceitaveis (< 20%). Todas essas analises foram realizadas pelo pacote estatistico
R. O IDApi geral foi: GrA IDapi 0.62 [0.60 ~ 0.64]; GrB 0.65 [0.63 ~ 0.68];
As médias sdo bem proximas (A = 0.75; B = 0.76), porém o GrA apresenta
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dois pontos abaixo nas temdticas povoamento, manejo e produgéo apicolas.
Por serem as condigdes tecnoldgicas similares entre GRA e GRB, considera-se
que o grupo A pudesse estar sendo submetido a fatores impactantes em seu
ambiente, que favoreceram as perdas de colmeias e, entre essas, a presenga
e resisténcia de patdgenos, que vém causando as doengas. O diagndstico do
IDApi pode ser feito em nivel de produtor e para empresas, que podem acessar
facilmente as medidas corretivas para aumentar a produtividade de seu plantel
e, assim, melhorar o seu IDApi. O IDApi, além de instrumento de diagndstico

e de autoavaliacao de atividade, é também de assisténcia técnica.
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Health profile of honey bees in two regions of Sdo Paulo State, Brazil:
fixed and migratory bee keeping
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As****.Gilya, |. C. da3; Teixeira, E. W.2***

A apicultura brasileira vem se desenvolvendo ao longo dos anos devido a
adogdo de praticas de manejo adequadas as abelhas Apis mellifera africaniza-
das, incluindo métodos como a apicultura migratoria, que proporcionam o
aumento de produtividade. Contudo, recentemente, o declinio e/ou colapso
de populagdes de abelhas em todo mundo, inclusive em territorio nacional,
exigiu grande atengdo devido aos possiveis prejuizos ocasionados ndo apenas
em relagdo a obten¢do de produtos apicolas, mas, principalmente, em relagao
a polinizagdo de vérias culturas de expressdo na produgio de alimentos, além
da manutenc¢ao de biodiversidade. Essas perdas podem estar relacionadas com
a incidéncia e sinergismo entre patdgenos, pesticidas e mudangas climaticas,
dentre outros fatores. Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a incidéncia e niveis de infec¢do/infestagao de trés patogenos de impor-
tancia na apicultura mundial, em apidrios fixos e migratdrios, em duas regides
do Estado de Sao Paulo (Vale do Paraiba e Centro-Leste). Foram obtidas amos-
tras de apidrios fixos de quatorze municipios da regido do Vale do Paraiba e
amostras de apidrios fixos e migratdrios de cinco municipios da regido Centro-
Leste do Estado. Amostras de favo de mel foram utilizadas para verificar a
presenca da bactéria Paenibacillus larvae, favo contendo crias operculadas e
abelhas adultas presentes na drea de cria para avaliar as taxas de infesta¢do do
acaro Varroa destructor e abelhas campeiras para obter as taxas de infecgao do
microsporidio Nosema sp., totalizando mais de 1.700 amostras analisadas. Os
resultados indicaram que os indices de infec¢do de Nosema sp., bem como de
infestagdo de V. destructor nas regides estudadas sao relativamente baixos, ndo
tendo sido constatada a presenca de esporos de P. larvae. Contudo, para os dois
patogenos encontrados, pdde-se constatar elevada prevaléncia (chegando a
85,2% de colmeias infectadas pelo primeiro e 95,71% infestadas pelo segundo,
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apenas no Vale do Paraiba). Nosema apis nio foi detectado. A avaliagdo do
efeito sazonal para os resultados obtidos indicou que tal fator é determinante
na condi¢do sanitaria das coldnias, sobrepondo as condi¢des do tipo de ma-
nejo adotado (fixo ou migratério). A importagdo de produtos apicolas (geleia
real, polen, mel e cera, além de abelhas rainhas) e o deslocamento de colo-
nias podem estar sendo uma forma de rapida dispersao, contribuindo para
introdug¢do de novos patdgenos. O monitoramento sanitério de colonias e de
produtos apicolas, bem como o melhoramento genético visando a resisténcia,
pode atuar como medidas preventivas evitando, inclusive, o uso de drogas que
venham a causar resisténcia, a exemplo do que ocorre em outros paises, além
de interferir negativamente no mercado de tais produtos, em virtude de resi-

duos quimicos remanescentes.
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What is the risk of mercury contamination during consumption of
farmed mussel Perna perna L. and farmed coquile Nodpecten nodosus
L. from Rio de Janeiro State?

Longo, R.T.L.; Galvdo, PM.A.; Lino, A.S.; Torres, J.P.M.; Meire, R.O.;
Pizzochero, A.C.; Botaro, D.; Malm, O.

Uma das vias de exposi¢do humana ao Hg é o consumo de pescado dos
ecossistemas marinhos. Uma vez que o alimento apresenta concentragdes de
Hg acima do limite determinado pela World Health Organization (0,5 ppm),
pode representar um risco a satide publica se a ingestdo didria desse alimento
for superior a 60 g/dia. Por outro lado, para se monitorar a dindmica do Hg
nos ecossistemas marinhos, a classe Bivalvia tem se apresentado com bons bio-
monitores, que sao utilizados como organismos sentinelas. O objetivo do pre-
sente trabalho foi avaliar o risco de exposi¢dao humana ao Hg total (HgT) pelo
consumo de mexilhdo Perna perna e coquile Nodipecten nodosus cultivados no
litoral do Estado do Rio de Janeiro. Area de estudo: Baia de Guanabara (BG -
Praia de Jurujuba), Baia de Sepetiba (BS - Praia Grande na Ilha de Itacuruga),
Baia de Ilha Grande (BIG - Enseada da Biscaia em Monsuaba) e Arraial do
Cabo (AC - Praia do Forno). Os mexilhdes foram coletados nos quatro locais
estudados e os coquiles na BIG e AC, ambos em margo de 2009 e setembro de
2009. O HgT foi extraido do tecido dos bivalves seguindo-se a metodologia
sugerida por Kehrig em 2001, e as concentragdes determinadas por espectro-
metria de absor¢do atdmica com geragdo de vapor frio (FIMS-400). Junto ao
procedimento de extragdo e determinagdo da concentragao das amostras, foi
utilizado material certificado de referéncia (NIST2976). Foram observadas



diferengas nas concentragdes de HgT entre os quatro locais estudados. Nos
mexilhdes, as maiores concentragdes ocorreram na BIG, seguido de BG, AC
e BS. Nos coquiles, a BIG apresentou maiores concentragoes que AC. Kehrig
analisou mexilhdes da BG em 1996, 1998 e 2000 e observou um decréscimo
das concentragdes no decorrer dos anos. Neste estudo, os mexilhoes da BG
tém concentragdes inferiores as observadas por Kehrig, corroborando com a
hipétese de tendéncia de decréscimo. O limite de ingestdo semanal para metil-
mercurio por kg de peso corpdreo em populagdes criticas, como mulheres em
idade reprodutiva e criangas, é de 1,6 ug. Assumindo as maiores concentragdes
encontradas para mexilhdo expressas em peso umido de 21,4 pug/kg e de 16,7
ug/kg para coquile, e considerando que 60% do mercurio total bioacumulado
no tecido do mexilhao estd na forma de metilmerctrio, uma pessoa de 50 kg
que ingerisse 39 mexilhoes, ou entdo 37 coquiles por dia, atingiria apenas 1/6
do limite semanal admissivel, admitindo apenas essa fonte de incorporagio de
hg. A conclusio foi que os mexilhdes e coquiles dos quatro locais estudados

estavam com concentragdes de Hg seguras para consumo humano.
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Determination of the hormone 17-alfa-methyltestosterone in fish
samples

Silva, V.A.G. da"; Amorim, FS."; Pereira, E.F."; Souza, J.R. de'; Louvandini, H.?

O hormonio sintético 17-alfa-metiltestorena (MT) é um anabdlico este-
réide derivado da testosterona, utilizado em humanos em casos de deficiéncia
andrégena, infertilidade e cAncer de mama. E aplicado também na piscicultura
como promotor de populagdes monossexo de peixes, como a tildpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L.). Com o aumento do consumo de peixes, o setor
agroindustrial vem ampliando sua oferta, fornecendo uma maior variedade
de espécies ao consumidor e demandando dos produtores uma crescente qua-
lidade dos produtos fornecidos. Com isso, torna-se fundamental a garantia da
inocuidade dos alimentos ofertados para consumo quanto a presenca de resi-
duos decorrentes de drogas veterindrias, agroquimicos e, mais recentemente,
horménios. A importancia do presente trabalho, reside principalmente na vul-
nerabilidade de criangas a exposi¢ao a produtos toxicos, que em poucos anos
pode representar alteragdes enddcrinas em toda uma populagéo, resultando
em pessoas com amadurecimento genital precoce, feminizagdo ou mesmo in-
fertilidade. O presente trabalho teve como objetivo a otimizagao da aplicagéo
da extragdo em fase solida (SPE) em conjunto com a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detec¢io por ultravioleta visivel (HPLC-UV Vis),
para a determinagdo do hormoénio 17-alfa-metiltestosterona em amostras de
peixe. O sistema LC utilizado foi acoplado a um detector. Extratos de MT fo-
ram analisados com as condigdes isocraticas: fase mével, MeOH/Agua (80/20,
v/v), vazdo de 0,4 mL/min tempo de corrida de 15 min e coluna C18 (150 mm
X 4.6 mm e 4 mm X 2 mm; 4 um) com detecgiao no comprimento de onda 236
nm. O volume de inje¢éo foi de 20 pL. Para a extragdo em fase sélida foram uti-
lizados cartuchos C18, utilizando-se como solvente para condicionamento do

adsorvente metanol/dgua, e metanol para a eluigao do analito no final. Quanto
as amostras, foram utilizados dois tipos de peixe: controle, na qual o peixe nao
sofreu exposi¢do ao hormonio; e uma outra amostra, que passou pelo processo
de reversdo sexual. Foram feitos testes de recuperagao em dois niveis de for-
tificagdo, empregando-se 1,0 g de peixe. As técnicas utilizadas apresentaram
bons resultados. Os limites de detec¢do e quantificagdo variaram de 0,04 a
0,06 mg/kg e 0,07 a 0,21 mg/kg, respectivamente. A linearidade foi de 0,9992.
A recuperagao do método de extragdo variou entre 75-90%. Com relagdo as
amostras utilizadas, ndo foram detectados residuos do hormonio 17-alfa-me-
tiltestosterona em nenhum dos dois tipos. Conclui-se que os resultados obti-
dos mostraram que o presente método cromatografico tem aplicabilidade para
o controle de qualidade de alimentos.
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The importance of knowing the sanitary status of aquatic organisms in
fish farmings on the Northwestern region of Sdo Paulo State

Andreoli, T.B."**; Gozi, K.S."**; Franceschini, L.?; Garcia, F.?; Onaka,
E.M.%;, Romera, M.D."; Schalch, S.H."; Silva, R.J.3; Zago, A.C.3

O Estado de Sao Paulo possui enorme potencial para a piscicultura, pela
abundéncia de 4gua nos reservatérios de hidrelétricas e pelo clima favoravel ao
desenvolvimento dos peixes tropicais. O conhecimento do estado sanitario das
pisciculturas torna-se imprescindivel para o controle do transporte de peixes
portadores de agentes patogénicos. Os processos de quarentena nas criagdes,
da minimizagdo do estresse e da preocupagao com a qualidade do ambiente
devem ser cada vez mais aprimorados. A agdo governamental organizada se
faz necessaria, unindo esforgos para que novas tecnologias, capacitagao de re-
cursos humanos e politicas menos restritivas sejam criadas. A Instrugao Nor-
mativa do Mapa n° 53/2003, que estabelece o Programa Nacional de Sanidade
de Animais Aquaticos (PNSAA), tem o objetivo de ordenar as agdes de preven-
¢do, controle ou erradicagdo de doengas dos animais aquaticos. O Laboratério
de Enfermidades de Animais Aquéticos (Lenaq) da Agéncia Paulista de Tec-
nologia dos Agronegdcios do Estado de Sao Paulo (Apta) foi criado na regido
Noroeste Paulista pela caréncia de laboratérios capacitados para diagnosticar
as enfermidades de organismos aquaticos. Seu objetivo é o futuro credencia-
mento como laboratério oficial do PNSAA. Atualmente, o Lenaq procura es-
tabelecer uma rede de agdes, envolvendo pesquisadores da Apta, técnicos da
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (Cati) e da Coordenadoria de
Defesa Agropecudria (CDA), drgaos pertencentes a Secretaria de Agricultura
e Abastecimento. Sdo realizadas a identificagdo de problemas sanitérios nas
unidades produtivas e andlises de materiais laboratoriais, juntamente com uma
anamnese e caracteriza¢do do cendrio observado na propriedade. Analises
histopatoldgicas e identificagdo de parasitos contaram com a colaboragdo da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), campus de Jaboticabal e Botucatu, SP.
Apesar do grande potencial para piscicultura, a regido Noroeste Paulista possui
um déficit em estudos sobre o estado sanitdrio da produgido de organismos
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aquaticos. Tais estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de qualidade e
até mesmo para o melhoramento da produgio. Até o presente momento, o Le-
naq gerou 17 resumos publicados em cinco diferentes eventos cientificos, além
de duas dissertagdes de mestrado. Os resultados também tem sido divulgados
em palestras e cursos destinados aos piscicultores e técnicos.
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Risk assessment of human contamination by Zn, Cu, Mn, Fe through
consumption of farmed mussels from Rio de Janeiro State, Brazil

Lino, A. S.; Galvdo, P. M. A; Longo, R. T. L.;. Torres, J. P. M.; Meire, R. O.;
Pizzochero, A.C.; Botaro, D.; Malm, O.

Os efluentes domésticos, de industrias ou de mineragdes sao as principais
fontes de metais pesados para os ecossistemas aquaticos, estando principal-
mente associados ao material particulado em suspensao. Os moluscos bivalves,
por serem sedentdrios e apresentarem habito alimentar filtrador, se mostram
como um bom biomonitor, podendo acumular metais em seus tecidos. A ma-
ricultura de mexilhdes é o cultivo desses organismos nos seus habitats natu-
rais, geralmente com objetivos comerciais vem crescendo a uma taxa muito
elevada. O consumo humano de bivalves com concentra¢des de metais acima
do limite determinado pela World and Health Organization (WHO) pode cau-
sar danos a saude publica. Zinco (Zn), Cobre (Cu), Manganés (Mn) e Ferro
(Fe), apesar de desempenharem fungdes bioldgicas, quando ingeridos em altas
concentragdes, causam sérios riscos a biota e a0 homem, podendo, em certos
casos, provocar a morte. No Estado do Rio de Janeiro (R]), o mexilhdo Perna
perna L. é cultivado na Baia de Sepetiba (BS), Baia de Ilha Grande (BIG), Baia
de Guanabara (BG) e Arraial do Cabo (AC), possibilitando, assim, um estudo
de monitoragdo que abrange diferentes regides do R]. Com o objetivo de veri-
ficar se os mexilhdes P. perna L. cultivados na BS, AC, BG e BIG estavam com
concentragdes de Zn, Cu, Mn e Fe abaixo do maximo permitido pela WHO
para o consumo humano, foram coletados os bivalves dos locais citados acima
no final das estagdes de verdo e inverno de 2009. Os metais foram extraidos do
tecido dos bivalves adicionando-se uma mistura dcida de HNO3 + HCl (3:1) e
as concentragdes determinadas por espectrometria de absor¢ao atdmica por
chama (AA240FS-Varian) sendo expressas em fungdo do peso imido (ug/g).
Junto ao procedimento de extragdo e determinagdo da concentragido dos me-
tais nas amostras foi concomitantemente utilizado material certificado de
referéncia (NIST-2976) para fins de controle de qualidade. As concentrag¢des
de Zn, Cu, Mn e Fe verificadas nos mexilhdes estavam abaixo do limite de
ingestao determinado pela WHO (Zn = 300 pg/kg/dia; Cu = 10 pg/kg/dia; Mn
= 60 pg/kg/dia e Fe = 800 pg/kg/dia). Assumindo-se as maiores concentragdes
de metais encontradas nos mexilhoes e considerando-se a massa umida deles
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igual a 6g, as cargas encontradas foram: Zn = 83 ug; Cu = 2 ug; Mn = 41 ug e Fe
= 768 pg. Portanto, uma pessoa de 70 kg poderia consumir até 72 mexilhdes
por dia sem riscos, considerando-se apenas a contaminagdo por esses metais.
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Characterization of antigenic composition of Neospora caninum for
the production of diagnostic kits and vaccine protocols

Macédo-Junior, A.G.; Santiago, F.M.; Silva, M.V.; Ferreira, F.B.; Cunha-
Junior, J.P; Silva, D.A.O.; Mineo, T.W.P.; Mineo, J.R.

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatdrio, do filo Api-
complexa, filogeneticamente relacionado ao Toxoplasma gondii. Relacionado
a abortamento bovino desde a década de 9o, tem despertado interesse cres-
cente de pesquisadores do mundo todo. A julgar pelo fato que o Brasil possui
o maior rebanho bovino comercial do mundo, considera-se que o impacto
dessa parasitose sobre a cadeia de produgdo de carne e leite nacionais apresente
importante magnitude. Varios tipos de vacinas contra N. caninum tém sido
avaliadas, contudo a protegao conferida ¢ parcial e dependente dos adjuvantes
utilizados. O diagndstico laboratorial da neosporose é classicamente realizado
com o teste de imunofluorescéncia indireto, que apresenta limitagdes como a
interpretagdo subjetiva do observador. Objetivando avaliar o perfil de reco-
nhecimento antigénico em bovinos com infec¢io por N. caninum, amostras de
soro foram avaliadas por Western blot (WB). Apds o tratamento das amostras
sorologicas com 6M de ureia a banda de 42 kDa passou a nio ser reconhecida
em soros de fase aguda, indicando ser um possivel marcador de infecgdo re-
cente da neosporose. Quando realizada analise com amostras de fase cronica
da doenga, houve o surgimento de proteinas de baixo peso molecular, variando
entre 23-29 kDa, reconhecidas por anticorpos de alta avidez. Esses dados po-
dem indicar que proteinas de baixo peso molecular possuam potencial para
serem utilizadas na producéo de insumos como marcadores de fase cronica da
doenga de neosporose. Para avaliar o perfil soroldgico de reagéo cruzada entre
N. caninum e T. gondii, o soro de animais infectados com ambos os parasitos
foi submetido a WB contendo antigenos soltveis de N. caninum (NLA), a an-
tigeno soltvel de T. gondii (STAg), a antigeno secretado/excretado de T. gondii
(ESA) e a STAG sem a presenca de antigeno secretado/excretado de T. gondii
(STAg-ESA). Por ELISA, pode ser observado que soros de animais infectados
com N. caninum ndo apresentaram reatividade cruzada com ESA (IE < 1,0),
mas todos os animais apresentaram IE > 1,2 quando submetidos a reagdo com
STAG-ESA. Por WB, as mesmas amostras de soro ndo reconheceram protei-
nas de baixo peso molecular de STAg, apresentando reatividade cruzada com
bandas de 80, 53, 46 e 42 kDa. Ainda avaliando-se reatividade cruzada desses
animais, foram constatadas reagao cruzada com proteinas de 82 kDa de ESA e
82 e 75 kDa de STAG-ESA. Assim, o presente projeto apontou alvos proteicos
para a confec¢do de ensaios especificos para o diagnéstico, bem como proto-
colos seguros e eficientes de vacinagdo contra a neosporose bovina.
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Increase of scientific and technology competence to control Neospora
caninum in cattle for agricultural national defense
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A neosporose ¢ uma enfermidade parasitaria considerada como uma das
principais doengas reprodutivas em animais domésticos de produgdo em todo
o mundo. Grande parte das infec¢des em bovinos € origindria da transmissio
vertical. Sendo assim, os principais objetivos deste estudo foram: determinar a
patogenia da infecgdo transplacentéria em fémeas bovinas inoculadas com N.
caninum; padronizar as técnicas de extragao de DNA do N. caninum utilizando-
se diferentes tecidos obtidos de modelos experimentais; e implementar a técnica
de gPCR para diagndstico de neosporose e determinar a presenga de N. cani-
num nas diferentes dreas do sistema nervoso e nos diferentes érgaos de fetos
bovinos. Camundongos foram submetidos a inoculagdo de N. caninum e sacri-
ficados para coleta de segmentos do sistema nervoso central para padronizagao
das técnicas de detec¢ido por PCR convencional. Para a obtengio do antigeno,
taquizoitos da cepa NC-1do N. caninum foram inoculados em cultivo de células
Vero para multiplicagdo até alcangar um titulo aproximado de 1 x 107 taquizo-
ito/mL. Trinta vacas soronegativas ao protozodrio foram alocadas em diferentes
grupos: G1 (n = 9) inoculagao com N. caninum e apds 60 dias foram submetidos
ao protocolo de IATF (60d + IATF); G2 (n = 11) inoculagdo com N. caninum 60
dias ap6s a IATF (IATF + 60d); e G3 (n = 9) soronegativos para N. caninum sub-
metidos a IATF (controle). Os animais foram monitorados por ultrassonografia
35 dias ap6s IATF até a interrupgdo da gestagdo por cesdrea aos 170 dias para a
realizagdo das andlises do tecido fetal. As amostras fetais foram submetidas a
extragdo de DNA para avaliagdo quantitativa da presenca do N. caninum por
qPCR com a utilizagdo de uma sonda TagMan desenhada a partir da sequéncia
do gene Ncs (GenBank: X84238). Como controle, foi utilizada a detecgao através
de PCR convencional, amostras de taquizoitos cultivados in vitro e IPC para a
reacdo de presenca/auséncia pela técnica de TagMan. As taxas de prenhez aos 35
dias dos animais previamente inoculados 6od + IATF (4/9; 44,4%) foram maio-
res do que no grupo-controle (8/9; 88,8%) (P < 0,05). Aos 60 dias, 0 grupo 6od
+ IATF (o/4; 0%) mostrou-se diferente quando comparado aos grupos IATF +
60d (5/7; 71,4%) e controle (6/8; 75,0%) (P < 0,05). Com a TagMan foi observada
a presenga do DNA de N. caninum no bulbo olfatdrio e cortex posterior direito
de 3/5 fetos provenientes do grupo inoculado apds a IATE. Com esses resultados
ficou demonstrado que a técnica de gPCR mostrou-se capaz de detectar o DNA
do protozoario no SNC fetal. Conclui-se que houve infecgdo transplacentéaria
nos animais inoculados ap6s a IATF e que o protozodrio N. caninum interferiu
negativamente na gestagio dos animais inoculados.
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Detection of antibodies against Neospora caninum in individual
and bulk milk samples from cattle by the technique of indirect
immunofluorescence assay
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Neospora caninum é um agente envolvido em perdas reprodutivas em bovi-
nos. Essas manifestagdes induzidas pelo parasito causam relevantes prejuizos aos
rebanhos de corte e leite. O diagnostico dessa infecgdo é de grande importéncia,
principalmente para programas de erradicagao e controle. Sendo assim, os ob-
jetivos deste estudo foram: adaptar uma reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para detecgdo de anticorpos anti-N. caninum no leite, a partir de uma
RIFI padronizada para a detecgao desses anticorpos no soro sanguineo; analisar
a concordancia entre a detecgdo desses anticorpos pela RIFI no soro sangui-
neo e no leite de fémeas bovinas; e avaliar a viabilidade da RIFI para a detecgdo
de anticorpos anti-N. caninum em amostras coletivas de leite. Foram testadas
amostras de soro sanguineo e de leite, coletadas de 112 vacas em lactagio, e seis
amostras coletivas de leite, correspondentes a cada uma das propriedades avalia-
das localizadas na regido central do Rio Grande do Sul. As amostras de sangue
foram coletadas por pungéo da veia coccigea e identificadas individualmente. As
amostras de leite individuais foram coletadas de todos os animais em lactacéo,
em tubos de ensaio estéreis. Em cada propriedade, foi coletada uma amostra
coletiva de leite, 15 mL aproximadamente, do tanque refrigerado, o qual continha
a totalidade do leite coletado das vacas avaliadas. A pesquisa de imunoglobuli-
nas da classe G anti-N. caninum no soro sanguineo e no leite foi efetuada pela
RIFI. Encontrou-se 78% de concordancia entre a detecgao de anticorpos no soro
sanguineo (com titulo de anticorpos > 50) e no leite, com sensibilidade de 90%
e especificidade de 100% para a RIFI nas amostras de leite. Entretanto, para as
vacas com titulos de anticorpos = 100 no soro sanguineo, tanto a concordancia
como os valores de sensibilidade e especificidade da RIFI no leite foram de 100%.
Todas as amostras coletivas de leite foram positivas na RIFI. Isso demonstra que,
conforme a propriedade, pode-se eleger com seguranga qual a melhor aborda-
gem diagnostica a ser adotada em relagdo a coleta de soro sanguineo ou de leite
para a pesquisa de N. caninum pela RIFI. Além disso, a determinacao da pre-
senga de anticorpos em amostras coletivas de leite pode servir para diagndstico
e triagem de rebanhos com animais infectados.
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The effect of urea fertilization in rotational grazing system to control
of Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini: 1888) (Acari:
Ixodidae)

Wanderley, R.P.B."**; Ribeiro, A.C.C.L.%; Rodrigues, D.S.?; Cunha, A.P.";
Bello, A.C.P.P."*; Barros, A.B."; Leite, L.B."; Resende, T.P.7***. Leite,
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O controle do Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem sido largamente
realizado com carrapaticidas sintéticos e tem-se buscado alternativas de defen-
sivos contra esse parasito. Neste estudo, foi avaliado o efeito da adubagio de
pastagens com ureia na infestagdo por R. (B.) microplus em bovinos leiteiros e
na quantidade de tratamentos utilizados para seu controle. O estudo foi desen-
volvido no periodo de abril/2009 a abril/2010, utilizando-se 20 vacas mestigas,
mantidas em pastejo rotacionado, na Embrapa Gado de Leite, MG. Os animais
foram divididos equitativamente em dois grupos experimentais e mantidos
separados em duas dreas de piquetes adubados com e sem ureia. Utilizaram-
se 25 piquetes de 400 m? para cada grupo e cada piquete foi pastejado por 24
horas. Os piquetes do grupo tratado, apds a saida diaria dos animais, recebiam
4,6 kg de ureia. O controle dos carrapatos foi realizado com carrapaticidas
aplicados por aspersao, quando constatada a presenca de partendginas (fémea
+ 3 mm). As cargas parasitdrias dos grupos foram avaliadas 14 e 21 dias ap6s
os tratamentos carrapaticidas. Os dados coletados foram divididos em quatro
subgrupos para que fossem analisados por periodo: grupo 1 - animais dos pi-
quetes tratados com ureia no periodo das dguas (T1S1); grupo 2 - animais dos
piquetes nio adubados, no periodo das dguas (ToS1); grupo 3 - animais dos
piquetes tratados no periodo da seca (T1S0); e grupo 4 - animais dos piquetes
ndo adubados, no periodo da seca (ToSo). Os resultados da carga parasita-
ria (mediana + desvio-padrao) por grupo foram: T1S1: 120,00 * 384,12 ToS1:
160,00 + 989,40; T1S0: 86,00 + 673,57; ToSo0: 148,00 * 721,43. Houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre as contagens medianas dos carrapatos dos grupos
1, 2 e 3. O resultado do grupo 4 foi igual ao dos grupos 1 e 2. Esses resultados
indicaram que a maior umidade no periodo das dguas atuou na redugio da
infestagdo, provavelmente devido ao aumento da hidrolise da ureia, portanto
da acdo téxica da amonia (NHS) sobre as teledginas em vida livre. O nimero
de tratamentos para o controle estratégico dos carrapatos foi igual nos dois
grupos, porém o grupo controle recebeu trés tratamentos taticos durante o
periodo, quando a infestagdo foi superior a 20 teledginas e/ou quando a in-
festagdo por ninfas foi muito alta. Foi possivel inferir que o manejo adotado e
a adubagdo com ureia reduziram a infestagdo e o numero de tratamentos do
grupo tratado. As observagdes continuam e sdo esperadas maiores diferengas
nos ciclos seguintes.
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Effect of urea on Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Cunha, A. P, Bello, A. C. P. P."**; Domingues, L. N."; Leite, P. V. B.";
Rodrigues, D. S.3; Wanderley, R. P. B."*; Barros, A. B."; Resende, T. P."***;
Leite, L. B."; Ribeiro, A. C. C. L., Oliveira, P. R."; Leite, R. C.

Objetivou-se verificar o efeito da adubagdo com ureia sobre Rhipicepha-
lus (Boophilus) microplus, em sistema intensivo de produgio de leite a pasto,
com capim elefante (Pennisetum purpureum cv. Cameroon). O experimento
foi realizado na Fazenda Experimental da Escola de Veterinaria da UFMG,
Igarapé, MG, de janeiro de 2010 a junho de 2011. As vacas em lactagio, média
de 80 animais de raga holandesa e mesti¢os holando/zebu, foram divididas em
dois grupos: controle, mantido em sistema convencional de pastejo, e grupo
tratado mantido em sistema intensivo com ocupa¢ao de um dia e adubagédo de
cobertura com ureia. A drea destinada ao grupo tratado era de 4 ha e dividida
em 32 piquetes de 1.250 m*. A lotagdo foi regulada de acordo com a oferta de
forragem e do residuo pds-pastejo. Procedeu-se a analise e corregao do solo
em ambas as dreas e a adubagdo com ureia foi realizada diariamente ap6s a
saida dos animais, nos periodos de janeiro a abril de 2010 e de outubro de
2010 a maio de 2011, na dosagem de 20 kg de ureia/piquete/dia. Para todas as
categorias de bovinos da propriedade esquematizou-se controle estratégico
contra R. (B.) microplus, de abril a julho de cada ano, com intervalo entre
tratamentos determinado pela presenca de fémea semi-ingurgitada do carra-
pato de tamanho > a 3 mm parasitando os animais. Mediante teste de susce-
tibilidade empregou-se a associagio cipermetrina + clorpirifés + butdéxido de
piperonila na forma de banhos carrapaticidas. As contagens foram realizadas
mensalmente, considerando-se as fémeas > a 3 mm parasitando o antimero
direito dos animais, multiplicado por 2. Os resultados globais das contagens
definiram uma média de 28, 14 fémeas de R. (B.) microplus = a 3 mm nas
vacas do grupo controle e 6,66 nas vacas mantidas nas pastagens adubadas
com ureia (P < 000,1). A lotagdo no grupo tratado atingiu o pico de 15 vacas/
ha em fevereiro de 2011. Os animais do grupo controle receberam 19 trata-
mentos carrapaticidas ao longo do ano de 2010 e os animais do grupo tratado,
14 banhos. Nos seis primeiros meses de 2011 o grupo controle recebeu oito
tratamentos carrapaticidas e o grupo tratado, sete aplicagdes. A lotagao no
grupo tratado atingiu o pico de 15 vacas/ha em fevereiro de 2011. Os resultados
obtidos indicaram o efeito da ureia sobre a populagao de R. (B.) microplus e
também demonstraram que a estratégia de tratamento mediante a presenca
de fémea > a 3 mm reduz a necessidade de banhos, racionalizando o uso de
carrapaticidas e, consequentemente, o risco de residuos no leite e a pressao de
selecdo de carrapatos resistentes.
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Strategic control of parasites in commercial dairy herds of Sete Lagoas
Basin, MG, Brazil

Barros, A. B."; Rodrigues, D. S.2; Wanderley, R. P. B."**; Cunha, A.
P.": Bello, A. C. P. P"*; Leite, L. B."; Resende, T. P."***: Leite, P. V. B.";
Domingues, L. N."; Oliveira, P. R."; Leite, R. C."

O controle de parasitos é um fator importante da cadeia de produgéo do
leite. A comercializagdo de endo e ectoparasiticidas representou, em 2009, 34%
do mercado brasileiro de produtos veterindrios. Além disso, os parasitos pro-
vocam queda da produtividade, transmitem patégenos e causam morte dos
animais, gerando perdas econdmicas ainda maiores. O carrapato dos bovinos
é um dos problemas sanitarios que mais afetam os rebanhos. Atualmente, seu
controle ¢é realizado com a utilizagdo de carrapaticidas, em geral mal aplicados.
A falta de conhecimento dos produtores acerca das préticas efetivas de con-
trole e o uso inadequado de equipamentos e produtos sao causas frequentes de
erros na aplicagdo de carrapaticidas em propriedades produtoras de leite. Com
os objetivos de implantar e avaliar uma proposta de controle estratégico em
propriedades particulares, verificar pontos de estrangulamento da proposta
em situagdo real e a apropriacdo pelos produtores das praticas de controle,
foram construidos sistemas de contencao e pulverizagdo de animais em qua-
tro propriedades da bacia leiteira de Sete Lagoas. Durante o periodo de um
ano, foi efetuado o acompanhamento dos tratamentos parasiticidas realizados
pelos produtores e para a avaliagdo da carga parasitaria dos animais. Foram
realizadas contagens quinzenais de partendginas em 20% das vacas em lac-
tagdo e exames mensais de OPG nos bezerros e bezerras lactentes. Fichas de
anotagdes zootécnicas e sanitarias e de dados climéticos foram fornecidas aos
produtores para registro dos dados. Um questiondrio foi aplicado no inicio do
projeto para a elaboragdo de um perfil socioecondémico dos proprietarios, bem
como para avaliagdo do entendimento inicial dos mesmos quanto ao controle
e biologia dos principais problemas parasitarios das suas fazendas. A avaliagio
qualitativa dos dados indicou que o perfil das propriedades estudadas foi re-
presentativo do sistema produtivo na regido. Sobre o controle parasitdrio nas
propriedades estudadas, os resultados obtidos até o presente demonstraram
que, na propriedade em que os tratamentos estratégicos foram seguidos de
acordo com a recomendagéo proposta, as contagens de partendginas, a avalia-
¢do de OPG e a quantidade de tratamentos foram menores que naquelas em
que a recomendagio de controle estratégico ndo foi realizada. Fatores como

problemas de satide dos produtores, necessidade de participagao em reunides,
interferéncia de outros atores sociais no sistema de controle de parasitos, o
desconhecimento da biologia dos parasitos, bem como a adogao de algumas
praticas consideradas inadequadas, uso de produtos nao recomendados para
o controle de parasitos em vacas leiteiras, banhos inadequados e com carrapa-
ticidas nao recomendados interferiram negativamente no controle estratégico

integrado de endo e ectoparasitas nas propriedades estudadas.
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Consumption of bovine acaricide using different spraying equipments

Rodrigues, D. S."; Wanderley, R. P. B.2**; Bastianetto, E.2; Cunha, A. P.%
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A principal alternativa disponivel para o controle do carrapato dos bovi-
nos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ainda ¢ o controle quimico. Embora
existam muitos estudos visando o desenvolvimento tecnologias de controle
que evitem a utilizagdo de acaricidas, isso ainda néo é possivel e nio hd pers-
pectiva de que possa acontecer em curto prazo. Apesar dos carrapaticidas se-
rem largamente utilizados, ndo existem estudos cientificos no Brasil avaliando
os equipamentos empregados para pulverizagdo. Geralmente, os equipamen-
tos utilizados sdo adaptacdes de maquinas para uso agricola. Com o objetivo
de avaliar o consumo de solugéo carrapaticida de quatro equipamentos para
pulverizagao, foi implantado um experimento na Fazenda Experimental Santa
Rita da Epamig, utilizando um rebanho leiteiro % holandés x zebu, dividido
em quatro grupos de 20 animais: T1, T2, T3 e T4. Cada grupo foi mantido
em dreas de pastagem e pragas de alimenta¢do independentes durante todo o
periodo experimental. Foram avaliados os equipamentos: adaptacéo de pul-
verizador agricola utilizado em tratores (T1), bomba costal (T2), cAmara ato-
mizadora (T3) e “brete de pulverizagdo” (T4). Foram realizados oito banhos
carrapaticidas durante o periodo de quatro meses, em intervalos de 15 dias. Os
valores médios e desvios-padrao, expressos em litros/animal, por grupo foram:
2,08 + 0,34, 3,12 * 0,42, 3,67 £ 0,13, 3,13 £ 0,26 para T1, T2, T3 e T4, respecti-
vamente. Foi utilizado o teste t de Student para a comparagao dos resultados
e ndo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos. Os resultados
obtidos, nas condi¢des empregadas, indicaram que a quantidade de solugao
carrapaticida utilizada em pulverizagdes de bovinos nao depende do tipo de
equipamento de pulveriza¢io utilizado.

*Bolsista DTI-3.
**Bolsista DTI-3
Auxilio financeiro: CNPq.

Apoio: CNPg; INCT Informagio Genético-Sanitéria da Pecudria Brasileira

mvés;z 65



"Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais

Unidade Regional do Centro-Oeste de Minas Gerais, Fazenda Experimental
Santa Rita

Rod. MG 424, km 64, CEP 35715-000, Prudente de Morais, MG, Brasil.
E-mail: dsrodrigues@epamig.br

2Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterindria, Departamento de

Medicina Veterindria Preventiva, Belo Horizonte, MG, Brasil.

Length of bovine acaricide spray treatment using different equipments

Rodrigues, D. S."; Wanderley, R. P. B.2**; Bastianetto, E.?; Cunha, A. P2,
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A principal alternativa disponivel para o controle do carrapato dos bovi-
nos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ainda ¢ o controle quimico. Embora
existam muitos estudos visando o desnvolvimento de tecnologias de con-
trole que evitem a utilizagdo de acaricidas, isso ainda nio é possivel e ndo
ha perspectiva de que possa acontecer em curto prazo. Apesar dos produtos
carrapaticidas serem largamente utilizados, nio existem estudos cientificos no
Brasil avaliando os equipamentos empregados para pulverizagao. Geralmente,
os equipamentos utilizados sdo adaptagdes de maquinas destinadas ao uso
agricola. Com o objetivo de avaliar o tempo de duragio do banho carrapaticida
de trés equipamentos para pulverizagéo, foi implantado um experimento na
Fazenda Experimental Santa Rita da Epamig, que utilizou vacas % holandés x
zebu, divididas em trés grupos de, aproximadamente, 20 animais: T2, T3 e T4.
Cada grupo foi mantido em areas de pastagem e pragas de alimentagio inde-
pendentes durante todo o periodo experimental. Foram avaliados os equipa-
mentos: bomba costal (T2), cimara atomizadora (T3) e “brete de pulverizagao”
(T4). Foram realizados oito banhos carrapaticidas durante o periodo de quatro
meses, em intervalos de 15 dias. Os valores médios e desvios-padrao, expressos
em minutos/animal, para cada grupo foram: 4,42 * 0,74, 0,15 + 0,10, 1,38 +
0,14 para T2, T3 e T4, respectivamente. Foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis para a comparagao dos dados e foi observada diferenca es-
tatistica entre os trés tratamentos avaliados (p < 0,05). Os resultados obtidos
nas condi¢des propostas indicaram que o tempo de duragio do banho carra-
paticida depende do equipamento empregado para pulverizagio. E importante
ressaltar que a redugdo do tempo de banho diminui o custo operacional do
conjunto de medidas de controle, o que ¢ desejavel, desde que nao ocorra re-
dugao da qualidade dos banhos.
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Dynamic of the infestations by Rhipicephalus (Boophilus) microplus in
cattle treated with macrocyclic lactone in Rio Grande do Sul, Brazil

Martins, J. R."; Reck, J."; Doyle, R. L."; Vieira, A. W.%, Termignoni, C.%;
Silva Vaz Junior, I. da?

O efeito da aplicagdo de ivermectina sobre a dindmica populacional do
Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi avaliado em animais naturalmente in-
festados no periodo de agosto de 2009 a janeiro de 2010. O experimento foi
realizado com 40 bovinos (Bos taurus) mantidos em condi¢des de campo no
municipio de Sdo Gabriel, RS. Quatro tratamentos foram realizados, os dois
primeiros foram baseados em informagéo epidemioldgica e controle estraté-
gico (tratamento prévio ao reinicio, das infestagdes). Um grupo controle foi
mantido sem tratamento carrapaticida. Foram realizadas contagens de carra-
patos adultos (tamanho > 4,5 mm) a cada duas semanas. Até o inicio do més de
dezembro (inicio do verdo) a populagdo de carrapatos em ambos os grupos foi
inferior a 20 carrapatos por bovino. Nos bovinos tratados, houve um controle
satisfatdrio da populagdo de carrapatos até a primeira metade de novembro,
na qual a populagdo média de carrapatos por animal superou a 20 carrapatos.
Nessa ocasido foi realizado um 3° tratamento e ap0s 14 e 28 dias foi observada
uma quantidade significativa de carrapatos nos animais tratados, oito e 16 car-
rapatos por bovino, respectivamente. A 3* aplicagao permitiu sobrevivéncia
de carrapatos, possibilitando a reinfestagdo dos pastos, constatada em janeiro
onde as populagdes de R. microplus aumentaram consideravelmente. Aos 28
dias do 3° tratamento, os animais foram novamente tratados. Esta tltima apli-
cagdo de ivermectina ndo permitiu a remogao completa dos carrapatos, apesar
de ter reduzido significativamente a média de carrapatos duas semanas apds
o tratamento (dois por bovino). Ao final, devido & excessiva populagdo de
carrapatos nos controles, houve a necessidade de tratamento nesse grupo e o
experimento foi encerrado. Com o inicio do periodo do verio, as contagens de
carrapatos nos controles aumentaram significativamente e atingiram valores
acima de 150 carrapatos por bovino. No grupo tratado, também foi observado
um aumento nas contagens de carrapatos adultos em relagdo as semanas an-
teriores, atingindo 40 carrapatos por bovino aos 28 dias ap6s o 4° tratamento.
Apesar da carga parasitaria dos animais tratados ter sido significativamente
inferior aos controles durante todo o experimento, nao foi possivel a remogao
completa dos parasitos e o bloqueio de reinfestacdes, mesmo poucos dias apds
o tratamento. Esse dado demonstra a dificuldade do uso exclusivo de lactonas
macrociclicas no controle de populagdes de carrapatos sob as condigoes testa-
das, particularmente em dreas de pastagens muito infestadas.
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Evaluation of in vitro acaricide suscetipibility of Rhipicephalus
(boophilus) microplus populations in Rio Grande do Sul, Brazil

Martins, J. R."; Reck, J."; Doyle, R. L."; Gonzales, J. C.2; Vieira, A. W.2;
Aratijo, U. S."; Termignoni, C.2; Silva Vaz Junior, |. da2

O monitoramento da sensibilidade das populacdes de carrapatos aos car-
rapaticidas ¢ um procedimento fundamental para o controle adequado desse
ectoparasito. Nesse contexto, e considerando o avanco da resisténcia aos aca-
ricidas, é preciso a identificagdo correta do carrapaticida a ser utilizado, sendo
o Teste de Imersdo de Adultos (TIA) o método preferencial de diagnéstico in
vitro. Visando a avaliagdo da sensibilidade aos acaricidas, foram realizados
TIA de amostras de distintas regides do Rio Grande do Sul, durante o periodo
de janeiro de 2009 a dezembro de 2010. Foram testados produtos amidinicos,
piretroides, associagdes acaricidas e fipronil. Considerou-se como populagao
resistente quando a inibi¢do de postura foi inferior a 85% pds-tratamento. A
escolha dos produtos avaliados para cada amostra baseou-se no historico de
uso de produtos na propriedade e na disponibilidade de teledginas para o teste.
Foram testados seis produtos (A1 a A6) a base de amitraz 12,5% (amidinicos).
Foram observadas populagdes resistentes a todos os produtos amidinicos,
sendo: 35,6% de amostras resistentes ao acaricida A1 (73 testes); 37,5% ao A2 (48
testes); 37,8% ao A3 (37 testes); 66% ao A4 (203 testes); 60% ao As (20 testes);
e 84,9% ao A6 (72 testes). Foram testados quatro produtos, trés a base de ci-
permetrina 15% (C1,C2,C3) e um de deltametrina 5%. Registraram-se amostras
resistentes a todos os produtos testados, sendo: 75% de amostras resistentes ao
acaricida C1 (12 testes); 62% ao C2 (58 testes); 80,8% ao C3 (68 testes); € 90,4%
das amostras resistentes a deltametrina (84 testes). Dentre os produtos a base
de associagdes de piretréides (ou amidinicos) e organofosforados, foram tes-
tadas sete diferentes formulagoes (PO1 a POy). Os resultados dos testes com
associagOes foram 4,1% de amostras resistentes ao acaricida PO1 (cipermetrina,
clorpirifés, piperonila - 146 testes); 6,5% ao POz (cipermetrina, clorpirifés -
170 testes); 16,7% ao PO3 (cipermetrina, diclorvos - 120 testes); 29,8% ao PO4
(cipermetrina, ethion - 114 testes); 10% ao POs5 (cipermetrina, clorpirifés - 10
testes); e nenhuma amostra apresentou resisténcia aos produtos PO6 (amitraz,
clorpirifés - 8 testes) e POy (cipermetrina hi-cis, clorpirifds - 58 testes). Por
fim, foi avaliada a resisténcia ao fipronil, evidenciando-se 26,2% de amostras
resistentes (145 testes). Os resultados indicaram uma situagdo preocupante em
relagdo aos produtos amidinicos e piretroides, onde a maioria das popula¢des
foi confirmada como resistente. Os dados reforgam a hipétese de incremento
de resisténcia ao fipronil e que a maioria das populagdes pode ser controlada
com associagdes carrapaticidas. O delineamento de estratégias de controle,
que, na majoria dos casos, incluem os acaricidas quimicos, precisa considerar
a importancia da avaliagdo in vitro para a escolha do produto adequado.
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Determination and quantification of avermectins in milk using high
performance liquid chromatography with fluorescence detection

Lagédo, L. S.; Resende, M. F; Lemos, M. A. T.; Pereira Netto, A. D.

Atualmente, a pecudria dispoe de diferentes medidas para coibir as infec-
¢Oes nos animais que se apoiam no emprego de firmacos com agdo profilatica
ou terapéutica. Nas ultimas décadas, o uso dos antiparasitarios tem sido uma
das alternativas de tratamento de maior eficicia e de uso frequente por parte
dos produtores. As avermectinas (abamectina, ivermectina, doramectina e
eprinomectina) sdo lactonas macrociclicas com propriedades antiparasitarias
e anti-helminticas de amplo espectro, frente as formas adultas e imaturas de
nematoides que podem permanecer no produto final na forma original ou
como metabdlitos. A possibilidade da presenga de avermectinas (AVMs) no
alimento representa um potencial risco a saude do consumidor como, por
exemplo, hipersensibilidade, alergias e resisténcia. O objetivo do presente tra-
balho foi implementar condigbes de quantificagio de AVMs em leite UHT in-
tegral de diferentes marcas, adquiridos no comércio da Cidade de Niterdi, R],
Brasil. O método de extragio liquido-liquido com purificagdo em baixa tempe-
ratura (ELL-PBT) foi empregado na extracdo das AVMs. Com essa finalidade,
8 mL de acetonitrila foram adicionados a 4 mL de leite. A suspensao obtida foi
homogeneizada em vortex e agitador orbital e, posteriormente, congelada a
-18° C por 24 horas. Apds esse periodo, era obtido um sistema bifasico consti-
tuido da fase solida (congelamento da fase aquosa e da matriz) e de fase liquida
(sobrenadante), obtendo-se um extrato praticamente isento de dgua, que foi
desidratado com MgSO4. As AVMs presentes no extrato eram posteriormente
derivatizadas com 1-metilimidazol, trietilamina, anidrido trifluoracético e
acido trifluoracético em condi¢des otimizadas. A andlise e quantificagao dos
derivados foram realizadas por CLAE com detecgdo por fluorescéncia (exci-
tagdo em 365 nm e emissdao em 470 nm). Os parametros analiticos do método
foram avaliados por curvas analiticas com concentragdes dos quatro derivados
na faixa de 0,500 a 8,00 pg/L, resultando em limites de quantificagdo de 0,100
a 0,400 ug/L e coeficientes de determinagao iguais a 0,999 ou 1,00. A avaliagao
da recuperagao dos analitos foi realizada com amostras fortificadas em trés
niveis (5,00 10,0 e 20,0 ug/L) e em triplicatas independentes, e valores entre
69 a 93% com coeficiente de variagdo < 10% foram obtidos. A aplicagdo da
metodologia desenvolvida em amostras de leite UHT integral adquiridas no
mercado de varejo do Rio de Janeiro e Niter6i indicou que as AVMs nao foram
encontradas nas amostras e que a concentragio de Ivermectina era, portanto,
menor que seu LMR. O método empregado apresentou boa produtividade,
pois a etapa de extragio é praticamente independente de manipulagéo.
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Spectrophotometric determination of free gossypol in the feces of
sheep using second-order derivative spectra

Cardoso, G. S."; Dantas, A. M. M."; Pereira, E. F.'; Amorim, F. S."; Silva, V.
A. G. da'"; Souza, J. R. de'; Viana, P. G.; Louvandini, H.?

O gossipol ¢ um pigmento polifendlico (C30H3008) encontrado natural-
mente nas sementes de plantas da familia Malvaciae, especialmente nas do
género Gossypium. Atualmente, a semente do algodao vem sendo utilizada
como complemento proteico em ragdes para gado, ovinos e outros animais.
Contudo, estudos recentes demonstraram que a presenga de gossipol em cer-
tos niveis apresenta alta toxicidade para os animais, com efeitos adversos, tais
como perda de apetite, depressdo da atividade respiratoria, edemas pulmona-
res e problemas reprodutivos. Tendo em vista os efeitos toxicos do gossipol,
o objetivo do presnte trabalho foi a identificagdo e quantificagdo de residuos
de gossipol em fezes de ovinos. No procedimento analitico adotado: 0,5 g de
amostra foram extraidas com uma solugio de acetona 70% e dgua 30% (v/v),
por uma hora. O extrato resultante foi filtrado e acidificado com 4cido clo-
ridrico concentrado, levando-se para aquecimento a 65° C, por um periodo
de uma hora. Em seguida, foi realizada uma extragdo com cloroférmio e a
camada organica foi isolada e filtrada em funil de vidro contendo sulfato de
sodio anidro. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo até 1 mL
e secos sob fluxo suave de nitrogénio até secura. O extrato seco foi redissolvido
com uma mistura de solventes: etanol, 4gua destilada, éter dietilico livre de
perdxido e 4cido acético glacial nas proporg¢des 59,50:23,75:16,65:0,16; respec-
tivamente. A leitura dos extratos foi realizada por UV-Vis e a sua quantificagao
foi obtida da média dos modulos das alturas D1 292,5 nm) e D2 (299,0 nm) nos
espectros derivados em segunda ordem. O método de segunda derivativa foi
utilizado para reduzir os ruidos da curva e para eliminar as constantes que in-
terferem na quantificagao do gossipol. O método analitico utilizado mostrou-
se linear (R2 = 0,9995) nos testes realizados, tendo-se encontrado nas fezes um
percentual médio de gossipol livre de 0,012 * 1,66x 10-5%. O método utilizado
mostrou-se eficiente para quantificar gossipol livre em fezes.

"Universidade de Brasilia, Instituto de Quimica, CP 04478, CEP 70904-970,
Brasilia, DF, Brasil.
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Prevalence of neurologic diseases in cattle of Parand state, Brazil

Azambuja, R. O.; Queiroz, G. R.; Ribeiro, R. C. L.; Pereira, P. F. V,
Romdo, F. T. N. M. A,; Flaiban, K. K. M. C.; Balarin, M. R. S.; Netto, D.
P.; di Santis, G. W.; Reis, A. C. F; Bracarense, A. P. F. R. L.; Alfieri, A. A.;
Lisboa, J. A. N.

Doengas do sistema nervoso central em bovinos englobam inimeras en-
fermidades e sdo responsaveis por perdas econdmicas expressivas em todo o
mundo. Dentre elas, a raiva apresenta destaque, pois corresponde a perdas
estimadas em 50 milhées de ddlares por ano. Essas doengas assumiram grande
importincia ap6s o aparecimento da encefalopatia espongiforme bovina (EEB)
em 1987 e da sua possivel relagdo com a doenga de Creutzfeldt-Jakob (vCJD)
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em humanos. Os objetivos desta pesquisa foram investigar a ocorréncia das
doengas nervosas em bovinos no Estado do Parand em parceria com o Ser-
vigo Oficial Estadual de Defesa Sanitaria Animal (Seab-PR), estabelecendo o
diagnostico diferencial com a raiva, e gerando informagoes epidemioldgicas
para o estabelecimento de medidas adequadas de prevengéo. O levantamento
clinico e epidemioldgico foi realizado nas propriedades onde ocorreram as
enfermidades. Exames clinicos e neurologicos dos animais acometidos foram
realizados, seguidos de colheita de amostras de sangue para realizagao de he-
mograma e bioquimica sérica, e de liquor para a analise. Nos casos mais gra-
ves, foi realizada a eutandsia seguida de necropsia com colheita de fragmentos
de érgaos para exame histopatoldgico. Fragmentos do SNC foram encaminha-
dos para exames de raiva, EEB e PCR para BoHV 1 e 5. Anélises toxicoldgicas
e bacterioldgicas foram realizadas, quando pertinentes. De margo de 2009 a
agosto de 2011 foram acompanhados 96 casos classificados, segundo a etiologia
em: causas toxicas (50,0%); inflamatdrias/infecciosas (31,2%); fisicas (4,1%);
neoplasicas (3,1%); metabolicas (2,1%); degenerativas (2,1%); e inconclusivas
(7,3%). Dentre as intoxicagdes, 58,3% foram causadas por plantas, tais como
Senna occidentalis e S. obtusifolia (15,58%), sindrome tremorgénica por Cyno-
don dactylon e C. nlemfuensis (12,5%), Crotalaria spp. (10,41%), Acanthocla-
dus brasiliensis (6,25%), Ateleia glazoviana (6,25%), Baccharis megapotamica
(4,16%) e Tabernaemontana catharinensis (4,16%). Botulismo e intoxicagao por
nitrito/nitrato foram responsaveis por 12,5% e 14,58% dos casos toxicos, respec-
tivamente. Tétano e enterotoxemia por Clostridium perfringen foram respon-
saveis, cada um, por 4,16% das causas toxicas. Micotoxicose e intoxicagdo por
carbamato foram responséveis por 2,08% cada uma. Das doengas de origem
inflamatoria/infecciosa, a raiva (36,66%) e a encefalite por BOHV-5 (43,33%) fo-
ram as mais comumente encontradas. Os sete casos inconclusivos correspon-
deram a encefalopatia, tetraparesia flicida, convulsio e incoordenacéo leve. A
baixa porcentagem de casos inconclusivos deve-se a abordagem mais completa
da investigacdo compreendendo a identificacdo dos fatores de risco presentes
nas propriedades, a interpretagio das manifestagdes clinicas apresentadas, a
integragdo racional entre as diferentes rotinas laboratoriais de diagnéstico e a
interpretagdo final do conjunto dos resultados. Pode-se concluir que, além da
raiva, outras enfermidades do sistema nervoso, como a encefalite por BoHV-5
e as intoxicagdes por plantas, ocorrem com frequéncia em bovinos no Estado
do Parana, representando 42,7% do total de casos investigados.
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Efficiency of microbiological analysis on the physical and chemical
analysis for quality control of honey

Lorenzon, M. C."***. Keller, K. M."***; Sant'ana, L. O.% Deveza, M.
V.% Sousa, J. P. M.%**; Rosa, C. A. R.3; Castro, R. N.% Tassinari, W. S.5;
Soares Neto, J.¢

O incremento do agronegécio apicola torna premente o controle de qua-
lidade de seus produtos, de modo a prevenir eventuais gargalos na sua co-
mercializagdo e para resguardar os principios de sanidade das abelhas. Para



prover subsidios aos servigos da Defesa e Inspe¢do Sanitarias e em trabalho
conjunto com esses setores, foi desenvolvida pesquisa que avaliou a eficiéncia
das analises fisico-quimicas de rotina (HME acidez e umidade) e das anali-
ses microbioldgicas (atividade de dgua, enumeragdo bacterioldgica e mico-
toxicoldgica), para atestar a qualidade do mel e pélen apicola e apresentar as
principais causas de sua reprovagdo. As andlises abrangeram 220 amostras de
mel e 26 de pdlen apicola, presentes no mercado do Estado do Rio de Janeiro.
Também foram realizadas anélises de substincias antioxidantes do mel, para
atestar o valor do produto como alimento funcional. A reprovagao do mel
pelas andlises fisico-quimicas ndo se justapde & contaminagio microbiolégica
e, com base na portaria SVS/MS n° 451 de 19/09/1997, que foi revogada, as
analises microbioldgicas atestam que 57% das amostras de mel exibiram con-
digdes higiénico-sanitarias improéprias; houve reprovagao de 92% das amos-
tras de polen apicola. A analise fingica ¢ a que destaca maior contaminagéo,
quando comparada a bacterioldgica. Aspergillus e Penicillium foram os fungos
mais frequentes nos méis. Destaca-se que 30% das cepas de Aspergillus flavus
foram capazes de produzir micotoxinas. A contamina¢do bacteriologica foi
de 36%, com presenca de Bacillus e Enterobacter, entre outras. O percentual
de reprovagao fisico-quimica dessas amostras foi de 29%. As anélises organi-
cas mostraram que os méis fluminenses apresentam amostras com alta ativi-
dade antioxidante, por vezes maior do que a dos méis de origem europeia. A
contaminagido microbioldgica é um fiel indicador da higiene durante todas as
etapas da cadeia produtiva, sendo a mais recomendével para uma anélise mais
apurada das condigdes tecnoldgicas da criagdo. E possivel que o dominio da
infec¢do fungica e de micotoxinas seja resultado da falta de prevengao de do-
engas em muitas regides fluminenses, como a cria ensacada brasileira (CEB),

cujas analises in loco ressaltaram alta atividade fungica.
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Seasonal variation of chemical composition of raw milk and dairy
industries inspected in Northeast of Brazil

Barbosa, S. B. P.; Ribeiro Neto, A. C.; Jatob4a, R. B.**; Silva, M. J. A_;
Batista, A. M. V,; Silva, A. M.**; Freitas, S. F. A.**; Silva, M. J. F. B.**

A regido Nordeste do Brasil produz cerca de 13% da produgao nacional, es-
timada em 30 bilhdes de litros no ano de 2010. Essa produgéo é oriunda, prin-
cipalmente, de pequenos produtores rurais e/ou agricultores familiares, o que
reflete uma situagdo social na regido. O conhecimento da composigdo quimica
do leite nessa regido, que apresenta ao longo do ano temperaturas que variam
entre 20 e 30° C, precipitagdo pluviométrica bastante irregular, gado cruzado
zebu-holandés (girolando) e alimentagio baseada em pastos, permitird o esta-
belecimento de diretrizes que possam orientar os produtores no manejo dos seus
rebanhos e na comercializa¢do do leite. Foram utilizadas 116.989 amostras de
leite cru inspecionado das industrias nos nove Estados do Nordeste do Brasil, no
periodo de julho/2007 a junho/2010, referentes aos teores de gordura (G), prote-
ina (P), lactose (L), sdlidos totais (ST) e extrato seco desengordurado (ESD). Os
dados foram divididos em trés periodos, de acordo com a Instrugio Normativa
51, e analisados segundo o PROC GLM (SAS). Os valores médios de G, P, L,
ST e ESD foram 3,66 + 0,53; 3,16 + 0,22; 4,41 * 0,18; 12,10 + 0,66 € 8,44 * 0,33,
respectivamente. Maiores valores de G, P e ESD foram observados nos meses de
abril e maio, correspondendo ao periodo de maior precipitagdo na regido. Ja va-
lores mais baixos de G e P foram observados nos meses de outubro e novembro,
correspondentes aos meses mais secos, enquanto ESD apresentou seu valor mais
baixo no més de margo, quando ocorre a maior média de precipitagio. Nos trés
periodos analisados houve diferengas significativas entre os constituintes ava-
liados, entretanto ndo se observou nenhuma tendéncia definida. Hé diferencas
importantes entre os Estados da regido e isso reflete, provavelmente, condigoes
peculiares de manejo e alimentagdo. Os resultados obtidos ressaltaram a impor-
tancia da consideragdo das varidveis causais na composicio do leite e a necessi-
dade de se investir em programas de alimentagao e melhoramento genético, que

contribuam para o melhor desempenho da atividade leiteira na regido.
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Etiologic investigation of dorsal cranial myopathy in broilers

Zimermann, F.3; Fallavena, L. C. B.%; Salle, F. O."*; Moraes, L. B."**;
Moraes, H. L. S."; Salle, C. T. P."; Nascimento, V. P."

A industria avicola brasileira é uma atividade econémica muito importante
para o Pais. Recentemente, uma lesio muscular, localizada cranialmente no
dorso de frangos de corte, vem causando grandes perdas economicas devido a
condenagao de carcagas. Machos de linhagens pesadas, com as maiores médias
de peso e idade de abate apresentam as maiores frequéncias de condenagio
devido a referida lesdao. As lesdes sdo caracterizadas por amarelamento e in-
chago da pele que recobre o musculo lesado. Apds abertura da pele, pode-se
notar edema subcutineo, hemorragia muscular superficial, palidez, aderéncia,
aumento da espessura e consisténcia envolvendo sempre o musculo anterior
latissimus dorsi. Histologicamente, a lesdo é polifasica e inclui variagdo no
tamanho e partigio das fibras (splitting), degeneragio hialina, necrose, rege-
neragio e intensa fibrose com presenga de adipdcitos e infiltrado linfo-histio-
citdrio. A etiologia dessa miopatia é desconhecida e ndo foram encontradas
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publicagdes detalhadas a respeito desse assunto. Os objetivos do presente
trabalho foram detectar a etiologia da miopatia dorsal cranial, bem como de
verificar se a lesdo apresenta um potencial risco a satide publica. Para atender
a esses objetivos, foram conduzidos experimentos de avaliagdo da associagdo
entre a miopatia dorsal cranial e a sindrome ascitica; de auséncia de inclusdo
de vitamina E e selénio na dieta de frangos de corte, na tentativa de reproduzir
a lesdo; quantificagao de vitamina E (alfa tocoferol) e selénio em musculos
lesados e musculos normais; avaliagao do papel do exercicio na indugdo da
miopatia dorsal cranial, bem como sua associagdo com a miopatia peitoral
profunda. Também foram realizadas pesquisas de bactérias de interesse em
saide publica em musculos com lesdo. Nao ha risco de intoxicagao através
do consumo do musculo anterior latissimus dorsi lesado ou normal em rela-
¢0 as bactérias pesquisadas. Os niveis médios de alfa tocoferol e selénio nos
musculos anterior latissimus dorsi lesados ou normais sdo compativeis com
os niveis de carcagas usualmente suplementadas. Musculos com lesao apre-
sentaram niveis mais elevados de selénio do que musculos sem lesdo. Pode-se
constatar, também, a auséncia de associagdes entre a miopatia dorsal cranial
e a sindrome ascitica, bem como & miopatia peitoral profunda. A causa, ou as
causas, da miopatia dorsal cranial ndo foi(foram) identificada(s). Contudo foi
possivel a conclusdo de que o exercicio e a ingestdo de baixos niveis de vita-
mina E ndo estao envolvidos no processo.
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Evaluation of follicular lymphoid depletion in the Bursa of Fabricius:
an alternative methodology using digital image analysis and artificial
neural networks

Moraes, L. B."*; Osorio, F. S.2; Salle, F. O."**; Souza, G. F.3; Fallavena, L.
C. B.%; Nascimento, V. P."; Santos, L. R.>; Moraes, H. L. S.'Salle, C. T. P."

A avicultura industrial apresenta altos indices produtivos e caracteriza-se
pela alta tecnificagdo e eficiéncia. Contudo, inumeros fatores podem prejudi-
car esses resultados. Dentre os mais importantes citam-se as doengas imuno-
depressoras, consideradas causas primarias responséveis pelo estabelecimento
de intimeros patégenos capazes de agravar o quadro clinico das aves, elevando
ainda mais as perdas. Em vista disso, foi pesquisado um método mais eficaz
para a determinagio da deplegdo linfocitaria da bolsa de Fabricius, 6rgao fun-
damental para a proliferagdo e maturagio de linfocitos B. Dentre as doengas
que mais acometem a bolsa de Fabricius encontram-se a doenga infecciosa da
bolsa de Fabricius, as micotoxicoses e a anemia infecciosa. Foram utilizadas
50 amostras de bolsa de Fabricius coletadas intactas, processadas e o escore
optico de deplegio foi estabelecido (de 1 a 5). As bolsas foram divididas em

70 mvé&:z

quadrantes e 12 foliculos selecionados por amostra. As imagens foram adqui-
ridas, analisadas com o software MatLab® 6.5 e suas caracteristicas extraidas.
Com os dados foram geradas redes neurais (Neuroshell®), comparando-se os
escores Oticos e a classificagdo realizada pela rede. A rede foi capaz de classi-
ficar corretamente, com alta sensibilidade (até 89,81%) e especificidade (até
96,17%) a maioria dos foliculos, tendo um melhor desempenho utilizando-se
trés categorias (sensibilidade de até 79,39% e especificidade de até 91,94%) e
duas categorias (sensibilidade e especificidade chegando a 92,54%). Os re-
sultados mostraram que ¢ possivel a utilizagao de analise de imagem e redes
neurais para a classificagdo histopatoldgica de deplegao linfocitaria da bolsa
de Fabricius. A analise de imagem ¢ uma ferramenta prética, com resultados
objetivos, dimensiona o erro classificatério e padroniza a avaliagdo da depleao
linfocitéria da bolsa.
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Implications for accuracy in quantifying free gossypol: I. Analysis of
intrinsec matrix variability

Romero, A. C.; Uliana, R.; Mariano, I. C.; Louvandini, H.; Abdalla, A. L.

O gossipol é um alcaloide polifendlico toxico presente em plantas do gé-
nero Gossipium, como o algodoeiro (Gossipium hirsutum) e apresenta toxi-
cidade na forma livre. Apos a prensagem do carogo, o gossipol complexa-se
com proteinas, convertendo-se a forma ligada, menos téxica. Para a andlise
da toxicidade, o gossipol livre deve ser mensurado considerando-se também
fatores como variabilidade intrinseca & matriz e a metodologia analitica. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia tem se mostrado eficiente, conside-
rando sua exatiddo e sensibilidade. Entretanto, é imprescindivel que a amos-
tra analitica seja capaz de representar adequadamente a amostra total. Neste
estudo, foi avaliada a variagdo do teor de gossipol individual entre 75 carogos
de algoddo de uma mesma variedade (IAC 25-RMD), colhidos num mesmo
periodo, a fim de verificar a variabilidade presente em 5g de amostra, como
proposto para amostra analitica pela AOCS. A metodologia para extragao do
gossipol livre proposta por Wang foi utilizada, com algumas modificagdes.
Os carogos descascados foram pesados, triturados, macerados em acetona
(10 mL) por 16h, filtrados em papel de filtro sob vacuo, com trés lavagens do
residuo com 2 mL de acetona. O filtrado foi seco e redissolvido em 10 mL
de cloroférmio:acido acético (99:1, v/v). Na cromatografia foi utilizada coluna
Zorbax C18 (250 x 4,6 mm, i.d. 5 um), eluigao gradiente (80:20; metanol-0,1%
acido ortofosférico:dgua, 70:30 v/v, e cloroférmio), com fluxo de 1,1 mL mi-
nuto-1 e detecgdo a 254 nm (detector de arranjo de fotodiodos). O peso médio



dos carogos sem casca foi de 0,06 * 0,01g e o teor de gossipol apresentou uma
ampla faixa, de 298 a 9.644 g g-1 (média = 1.028,6 ug g-1 + 1.058,3). Nao houve
correlagdo entre o peso do grio e o teor de gossipol. O alto coeficiente de va-
riabilidade observado (102%), dos quais apenas 10% podem ser provenientes
da metodologia, sugere a possibilidade de sub ou superestimativa do gossipol
a ser administrado na alimenta¢do animal e pode dificultar a realizacao de
estudos para comparacdo de metodologias analiticas. Observou-se que vérios
estudos utilizam quantidades de carogo de algodao menores que 1g, com base
no teor esperado de gossipol presente, como proposto pela AOCS. Por outro
lado, a realizagiao de moagem de uma quantidade maior de carogo de algodao,
a fim de oferecer maior representatividade da amostra e diminuir a variabi-
lidade, favorece a conversdo do gossipol livre a forma ligada, menos tdxica e
ndo extraida em acetona. Uma possibilidade para contornar esse problema é a
realizagdo da moagem do carogo de algoddo em acetona, formando uma pasta
a partir da qual a amostra analitica pode ser obtida.
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Implications for accuracy in quantifying free gossypol: Il. Variability
associated to extraction and time for maceration

Romero, A. C.; Mariano, |. C.; Uliana, R.; Louvandini, H.; Abdalla, A. L.

O gossipol é um alcaldide polifendlico toxico presente em plantas do
género Gossipium, como o algodoeiro (Gossipium hirsutum) e apresenta to-
xicidade na forma livre. Neste estudo, foi mensurada a contribui¢ao da me-
todologia analitica para a variabilidade dos resultados, bem como o efeito do
tempo de maceragdo em relagio ao teor extraido. A metodologia proposta por
Wang foi utilizada, com algumas modificagoes. Para a obtengdao uma amostra
com teor de gossipol homogéneo para as replicatas, 2,04 g de carogos descas-
cados foram triturados em acetona (10 mL). A pasta obtida foi filtrada e as
particulas foram passadas por peneiras de 1 mm e 0,25 mm. Foram realizadas
seis replicatas com 1 e 0.25 mm de granulometria, as quais foram adicionados
10 mL de acetona e macerados por 16h, para obter a variabilidade analitica.
O extrato foi filtrado em papel de filtro sob vacuo, seco e redissolvido em 10
mL de cloroférmio:acido acético (99:1, v/v). A cromatografia foi realizada em
coluna Zorbax C18 (250 x 4,6 mm, i.d. 5 um), elui¢do gradiente (80:20; me-
tanol-0,1% dcido ortofosférico:agua, 70:30 v/v, e cloroférmio), com fluxo de
1,1 mL .minuto-1 e detecgdo a 254 nm (DAD). Para a avaliagdo da influéncia
do tempo de maceragdo no teor de gossipol extraido, foi realizado o mesmo
preparo destinado a obtengéo de particulas de 0,25 mm. Foram analisados os
tempos 1, 2, 4, 8 e 16h de maceragdo. A andlise das replicatas ndo apresentou
diferenca no coeficiente de variabilidade entre as granulometrias (11,5 € 10,3%,
1 e 0,25 mm, respectivamente). Observou-se que as replicatas de menor tama-
nho apresentaram menor teor de gossipol extraido (650 pg g-1 + 68 € 1.691,45
ug g-1 * 159), provavelmente devido a extragao por prensagem manual para
o preparo da amostra em acetona, a exemplo do que ocorre durante a moa-
gem convencional, na qual o gossipol liberado entra em contato com outras

proteinas e pode se complexar e originar o gossipol ligado. Com relagdo ao
efeito do tempo de maceragéo, considerando 16h de maceragdo como 100%
de extragio (3.896,05 pg g-1), observou-se que os tempos inferiores (1, 2, 4 e
8h) apresentaram 70 (2.715,7 ug g-1), 74 (2.8877 ug g-1), 73 (2.864,8 ug g-1) e
72% (2.792,6 ug g-1) do teor de gossipol. Embora sejam inferiores ao tempo
referéncia, os valores nio diferem entre si num periodo de 1 a 8h. E possivel
que tempos a partir de uma hora sejam suficientes para a extragao de uma
quantidade de gossipol, provavelmente ligada & matriz mais superficialmente.
Entretanto, ao longo de 16h, o teor restante, aderido fortemente a matriz, é
extraido pelo maior tempo de contato com a acetona.

Apoio: Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, concessao de bolsa de estudos

(2009/51265-9) e a Mapa/CNPq 578541/2008-4.

Universidade de Sdo Paulo, Centro de Energia Nuclear na Agricultura
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Development of new analytical methods for cow milk quality
evaluation

Santos, PM."; Colnago, L.A.2; Pereira-Filho, E.R.

O leite de vaca tem sido frequentemente alvo de processo de adulteragao
nao s no Brasil, mas também em outros paises. Como resultado dessa pratica,
é necessario o desenvolvimento de novos métodos destinados a avaliagdo da
autenticidade desse alimento. Nesse contexto, o presente trabalho investigou
comparativamente a potencialidade de quatro diferentes métodos analiticos
adotados para verificar a qualidade do leite bovino: analise multivariada de
imagens digitais, ressonincia magnética nuclear de baixo campo (RMN-LR),
espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) e espectrometria de absor¢ao
atOmica com chama (FAAS). Para isso, amostras de leite bovino cru de boa
qualidade foram adulteradas com a adigdo de dgua, peréxido de hidrogénio,
soro de leite, leite sintético e urina, em diferentes proporgdes, de modo a for-
necerem amostras com s, 15, 25, 35 € 50% (v/v) de adulteragio. No caso da soda
caustica, amostras de leite de boa qualidade foram submetidas a um processo
natural de degradagio (com diminuigdo do pH) e, em seguida, foi adicionada
soda cdustica para reestabelecer o pH original. Para obten¢do das imagens
digitais, 5 mL da amostra de leite foram misturados com 100 mL de um in-
dicador 4cido-base e, em seguida, digitalizados em um scanner HP, modelo
color laserjet CM1312 MFP. Essas imagens foram analisadas com a média de
dez pardmetros de cor: R, G, B, H, S, V, L (luminosidade), e dos coeficientes
tricrométicos (r, g e b). As mensuragdes de RMN foram efetuadas no espectro-
metro SLK-SG-100 com aplicagdo da sequéncia de pulso CPMG. Os espectros
de NIR foram adquiridos no modo absorbancia de um espectrometro. Ja o
monitoramento das concentragdes de Na e Ca foi efetuado em um espectro-
metro. Todos os dados obtidos foram analisados com auxilio de ferramentas
estatisticas e os resultados indicaram que esses métodos apresentam um ele-
vado potencial para verificagdo da qualidade do leite bovino. Os modelos de
classificagdo construidos com os resultados obtidos via andlise multivariada de
imagens digitais, RMN e NIR demonstraram que essas propostas sao capazes
de identificar, com alta eficiéncia, uma amostra de leite adulterada quando a
concentragdo do adulterante presente é superior a 25%. Resultados obtidos
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a partir de modelos de regressdo demonstraram que esses métodos podem
quantificar concentragoes de adulterantes superiores a 6,40%. O monitora-
mento das concentragdes de Ca e Na, revelou que o aumento da concentracido
dos adulterantes na amostra resulta em um decréscimo nas concentragées des-
ses metais da ordem de 70%, exceto para a adulteragdo com NaOH, que resulta
em um aumento significativo (de 150%) na concentragdo de Na.

Fapesp, CNPq e Capes.

"Universidade Federal de Sdo Carlos, Departamento de Quimica, Grupo de
Andlise Instrumental Aplicada, Rod. Washington Luis, km 235, SP-310, CEP
13565-905, Sdo Carlos, SP, Brasil.
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Weight and distribution of adipose tissue in sheep feeding whit
detoxified castor bean meal

Silva, L. M.; Duarte, S. S.; Oliveira, C. H. A.; Goes, K. L. S.; Rodrigues, F.
V.; Fernandes, C. C. L.; Silva, A. M.; Rondina, D.

Com a crescente utilizacdo do biodiesel como fonte alternativa de com-
bustivel, tem sido gerada uma grande quantidade de diversos subprodutos,
dentre eles encontra-se o farelo de mamona. O uso do mesmo constitui uma
importante alternativa para a alimentagao de ovinos, pois possui elevado valor
nutritivo e baixo custo de produgao. Porém, sua utilizagdo para essa finalidade
¢ limitada, pois contém uma potente toxina, a ricina, que limita o seu uso,
fazendo-se necessdria uma prévia detoxificagdo para sua utilizagdo. Por estar
diretamente ligado ao manejo nutricional, o tecido adiposo é um fator impor-
tante para avaliagdo do estado nutricional do animal e qualidade de carcaga
na ovinocultura. Assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar a dis-
tribui¢ao anatémica do tecido adiposo de ovelhas alimentadas com farelo de
mamona detoxificado por periodos prolongados. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara
(Ceua-Uece), com o numero de protocolo: 09503497-8/82. Para realizagdo do
tratamento de detoxificagéo, foi escolhido o processo de adigao de 6xido de
célcio (CaO) ao subproduto. Foram utilizadas 24 ovelhas, pluriparas, com pe-
sos homogéneos, divididas em dois grupos: grupo controle (n = 12), recebendo
feno de tifton e concentrado (80% milho, 15% farelo de soja, 5% minerais); e
grupo mamona detoxificada (n = 12), alimentadas com feno de tifton e con-
centrado com farelo de mamona detoxificada, substituindo o farelo de soja.
Ap6s 18 meses de alimentagdo, os animais foram pesados e abatidos. Foram
verificados o peso da carcaga,dos tecidos adiposo omental e perirrenal, e do
coragdo. Os valores obtidos foram avaliados e comparados pelo programa de
estatistica. O peso vivo ao abate e o peso da carcaga foram similares (p > 0,05)
entre os tratamentos, com média + erro-padrio respectivamente de 32,21 +
0,95 kg € 14,69 * 0,46 kg, no grupo-controle e farelo de mamona. Além disso,
nao foi verificado efeito do tipo de dieta (p > 0,05) sobre o peso e a distribui¢ao
do tecido adiposo nos diferentes sitios anatomicos, sendo observado o peso
do tecido adiposo omental de 753,33 + 94,958, do rim direito 149,95 + 26,328,
do rim esquerdo 200,71 * 27,17g e do tecido adiposo do coragao de 76,88 +
20,89g. Diante disso, a conclusdo foi que a administragao de farelo de mamona
detoxificado ndo afetou a distribui¢io do tecido adiposo.
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Usage of detoxified castor bean meal for feeding sheep during
prolonged periods: macroscopic aspect and weight of different organs

Silva, L. M.; Duarte, S. S.; Oliveira, C. H. A.; Goes, K. L. S.; Rodrigues, F.
V.; Fernandes, C. C. L.; Rondina, D.

Atualmente, o farelo de mamona é um dos principais residuos da cadeia
do biodiesel, no nordeste do Brasil. No entanto, sua utilizagdo como fonte ali-
mentar tem sido limitada, devido principalmente a presenga de substancias
toxicas, tais como a ricina. Todavia, diversos pesquisadores tem desenvolvido
técnicas para desnaturar essa proteina toxica, tornando esse residuo viavel para
ser utilizado na alimentagdo animal. Diante disso, é necessario que se avalie se
a utilizagdo desse residuo altera o metabolismo e excre¢do animal, principal-
mente causando alteragdes hepaticas, pois o figado é o principal érgio ligado
ao metabolismo. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi verificar o
peso e os aspectos macroscopicos de diferentes drgaos. O estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade Estadual do
Ceara (Ceua-Uece), com o nimero de protocolo 09503497-8/82. O tratamento
de detoxificagio foi realizado mediante a adigdo de 6xido de célcio (CaO) ao
subproduto, por ser uma técnica simples e comprovadamente eficaz. Vinte e
quatro ovelhas pluriparas, com pesos homogéneos, foram divididas em dois
grupos: o grupo-controle (n = 12), recebendo feno de tifton e concentrado
(80% milho, 15% farelo de soja, 5% minerais); e grupo mamona detoxificada (n
= 12), alimentadas com feno de tifton e concentrado com farelo de mamona
detoxificada substituindo o farelo de soja. A dieta foi fornecida durante 18 me-
ses. Ao final desse periodo, os animais foram abatidos e foi verificada a pre-
senga de alteragdes macroscopicas do coragio, figado, bago e rins, bem como
tomado o peso desses 6rgaos. Os valores obtidos foram avaliados e compara-
dos pelo programa Estatistica, utilizando o peso individual do érgdo, porém,
no caso dos rins, foi utilizada a somatdria do peso do par de érgaos. Todos
o0s Orgdos apresentavam aspectos macroscopicos normais. No entanto, houve
diferencas significativas no peso do figado (grupo controle: 440,83 + 81,74 g;
grupo mamona 511,67 + 150,84 g; p < 0,05). J4 com relagio aos demais 6rgaos,
ndo foi verificada diferenga significativa (coragdo, grupo controle: 149,58 +
23,50 g, grupo mamona: 158,7 5 + 34,58 g; bago, grupo controle: 76,25 * 19,08
g, grupo mamona: 70,45 * 18,10 g; rins, grupo controle: 76,17 + 12,10 g, grupo
mamona: 82,50 + 10,77 g, dados em média). Diante disso, foi possivel a verifi-
cagdo de que a utilizagdo do farelo de mamona na alimentagao de ovinos, por
longos periodos, pode induzir a disturbios hepaticos.

*CNPq/Mapa/SDA n° 064/2008 - ref. n° 578189/2008-9 e Edital MCT/CNPq N ° 70/2009 ref.
n° 551634/2010-3.
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Characterization of livestock production systems with reproductive
activity at central-southern region of Brazil

Braga, G. B.*, Ferreira Neto, J. S.; Ferreira, F.; Amaku, M.; Dias, R. A.

A atuagao dos servigos de fomento e defesa sanitaria animal é imprescindi-
vel para a prote¢do e manutengdo do sucesso da cadeia produtiva de bovinos.
Sendo assim, a compreensao do cendrio espacial e das formas como as cria-
¢des se inserem no contexto produtivo pode tornar mais efetivas as estratégias
de atuagio frente aos problemas do setor, ao auxiliar na tomada de decisdes,
elaboragao de estratégias, direcionamento de recursos humanos e financeiros.
Entre outubro de 2001 e dezembro de 2004, 0 Ministério da Agricultura, Pecu-
aria e Abastecimento realizou um inquérito soroepidemioldgico visando ava-
liar a situagdo da brucelose bovina em 14 Unidades Federativas do Centro-Sul,
assim como encontrar possiveis fatores de risco associados a doenga nos reba-
nhos. Isso possibilitou o recolhimento de diversas informagdes relacionadas
as tipologias de rebanho, variaveis ligadas as caracteristicas sanitarias, assim
como aquelas ligadas a satde publica. Os resultados obtidos demonstraram a
alta heterogeneidade das criagdes no Pais, revelando diferengas significativas,
mesmo dentro dos Estados. Em relago as tipologias de rebanho, a proporgao
de propriedades especializadas em carne ou leite concentrou-se em regides
especificas (Centro-Oeste e sul do Rio Grande do Sul e sul de Minas Gerais
e regido Sul, respectivamente). O sistema extensivo de criaao foi o predomi-
nante em praticamente todas as regides avaliadas, enquanto que os sistemas
semi-intensivos demonstraram uma associagdo com dreas de produgao lei-
teira e a proporgao de confinamentos nao chegou a 1% das propriedades. O
gado mestico ainda é o predominante nas criagdes (cerca de 56%), os zebuinos
relacionam-se mais aos estabelecimentos de corte e o gado europeu, apesar
das baixas frequéncias, concentra-se nas regides Sul e Sudeste. O investimento
em tecnologias de ordenha, resfriamento do leite e intensificagio dos manejos
ainda ¢ baixo, sendo mais relacionado as propriedades especializadas de leite
e crescente & medida que se avanga em dire¢do as Unidades Federativas da
regido Sul. Em relagdo as caracteristicas sanitarias, a movimentagao de repro-
dutores foi intensa e geralmente efetuada diretamente entre as propriedades e
a frequéncia de propriedades com assisténcia veterinaria limitou-se a 35%. Em
relagdo as caracteristicas de importancia a satde publica, em cerca de 21% das
propriedades a pratica de consumo de leite cru ainda é realizada e o abate sem
inspegdo oficial foi relatado por 49% dos estabelecimentos. Considerando a
complexidade e as caracteristicas da regido produtiva, os 6rgaos de defesa sa-
nitaria animal e de inspegéo seriam fortemente auxiliados por um sistema di-
namico de obtengao de informagdes a respeito das caracteristicas das criagdes.

*Bolsista Capes: Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
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Comparative study of methods for evaluating the morphology, plasma
membrane integrity and acrossome seeking the best way of monitoring
imported bovine cryopreserved semen

Cunha, E. R.*; Silva, C. G.*; Cunha, A. T. M.**; Bessler, H. C.; Martins,
C.FE

A avaliagdo de somente um parametro para fiscalizagdo do sémen criopre-
servado ndo garante sua condicdo de viabilidade, portanto uma analise multi-
fatorial é mais apropriada para o diagndstico da funcionalidade e integridade
dos espermatozoides. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi comparar di-
ferentes metodologias de avaliagdo de morfologia, integridade de membrana
plasmatica e acrossoma com a finalidade de encontrar a melhor estratégia de
andlise do sémen criopreservado bovino importado visando a fiscalizagéo
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Foram utilizadas
amostras de sémen de 24 touros das racas Aberdeen Angus e Holandés, que
foram descongeladas a 36° C/30s e, em seguida, realizadas as avaliagdes de: a-
Morfologia: microscopia de campo claro com rosa bengala (RB) versus dupla
coloragao Trypan Blue-Giemsa (TBG) versus microscopia direta de Contraste
de Fase (CF); b-Integridade de membrana plasmatica (IMP): coloragdo com
eosina nigrosina (EN) versus sonda fluorescente iodeto de propideo (IP) - ace-
tato de carboxifluoresceina (FDA); c-Integridade de acrossoma: microscopia
de campo claro com TBG versus sonda fluorescente PNA-FITC-IP. Na ava-
liagdo de morfologia espermatica nao houve diferenca entre os métodos de
CF e RB, respectivamente, identificando-se 20,31 + 8,58% e 21,27 * 10,13% de
anormalidades. Porém, o uso do CF tornou a avaliagdo mais precisa, porque
identificou facilmente patologias como diadema defect e knobbed sperm. O
método com TBG identificou mais anormalidades (36,81 * 10,41%) que os
outros métodos, possivelmente devido a sua forma de preparo. A sonda fluo-
rescente FDA-IP identificou significativamente menos espermatozéides com
membrana plasmatica integra que o método com EN (49,58 + 12,39% e 63,58 +
13,35%, respectivamente). Na avaliacdo de integridade do acrossoma, os testes
com TBG e PNA-FITC-IP identificaram, respectivamente, que 44,47 + 14% e
39,79 * 11,39% dos espermatozoides apresentaram o acrossoma intacto, nao
havendo diferengas significativas entre os testes. Os resultados obtidos de-
monstraram que para a fiscalizagdo do sémen bovino criopreservado é mais
indicado o uso dos métodos de CF para morfologia, FDA-IP para integridade
de membrana plasmatica e TBG ou PNA-FITC-IP para integridade de acros-
soma. No entanto, as sondas fluorescentes parecem ter sido mais sensiveis que
as outras técnicas, pois ndo apresentam interferéncia com o meio extracelular,
permitindo uma andlise mais criteriosa do sémen. Os corantes Rosa Bengala,
Eosina-Nigrosina e Trypan Blue-Giemsa devem ser considerados como se-
gunda opgao para analise do sémen criopreservado, sendo o seu uso mais in-

dicado no campo, para uma avaliagdo inicial das amostras.

CNPq\Mapa, Embrapa Cerrados.
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Monitoring of the health state of animals of economical interest in
the state of Rio de Janeiro by the Laboratdrio de Biologia Animal of
Pesagro-Rio

Romijn, P. C.; Kimura, L. M. S.; Pinheiro, J. G.; Magalhdes, H.; Santos, M.
W. dos; Liberal, M. H.; Moura, R.; Costa, C. H. C.; Lopes, A. S.; Carvalho,
L. S.; Bittencourt, N. R. A.; Rouge, L. M. S.; Vidal, N. M.

O Centro Estadual de Pesquisa em Sanidade Animal - CEPGM (antigo
Laboratério de Biologia Animal) da Pesagro-Rio realiza pesquisa diagnéstica
de doengas dos animais e a vigilancia de enfermidades que comprometem a
Saude Publica e a sanidade de animais de interesse econdmico do Estado do
Rio de Janeiro, desde 1978. Visando a amplia¢do e consolidagdo da competén-
cia nacional em sanidade animal, fortalecendo os mecanismos de integracio, e
colaborando com as atividades do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abas-
tecimento (Mapa), o CEPGM realiza atividades diagnosticas relevantes bem
como a retroalimentagio constante das informagoes e conhecimentos gerados.
Para ampliar a competéncia cientifica, tecnoldgica e de gestao, e melhorar a
qualidade e inocuidade de produtos de origem animal e de insumos agropecu-
arios, medidas foram tomadas para adequar cada drea do CEPGM as normas
de qualidade e biosseguranga, manter/obter o credenciamento para o diag-
nostico de anemia infecciosa equina, brucelose, raiva; enterobactérias, realizar
a colimetria e exames histopatologicos dentro das normas atuais. Até o pre-
sente, foram atendidas trés exigéncias de credenciamento para diagnostico, foi
montado um ambiente de biosseguranga 3 e instalado um programa-piloto de
processamento informatizado de dados em analise epizootioldgica, que per-
mitiram a prevencao, vigilancia e intervengdes rapidas de doengas infectocon-
tagiosas de notificagao obrigatéria e/ou de importancia para a saide publica
e sanidade animal. Também serd possivel a elaboragdao de mapas epizodticos
das enfermidades sob estudo (raiva, AIE e brucelose) e outras detectadas por
exames bacterioldgicos, virologicos e histopatoldgicos. A estrutura montada
vem permitindo o desenvolvimento de diagndsticos e pesquisa em sanidade
animal, além da formagao de recursos humanos, e esta portanto contribuindo
diretamente para a melhoria da Defesa Agropecudria do Estado do Rio de
Janeiro e do Pais.

Augxilio financeiro CNPq/Mapa Edital 64/2008.

Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro — Pesagro-Rio,
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Determination of hydroxyproline content of different kinds of meat
and meat products

Oliveira, A. L.}; Oliveira, R. B. P>
De modo geral, as carnes utilizadas para elaboragdo de embutidos emulsio-
nados sdo as carnes industriais da linha de abate, retalhos e aparas provenien-

tes da desossa. Apresentam elevado teor de proteinas nao miofibrilares, como
as do tecido conjuntivo colagénico, de baixo valor biolégico por serem pobres
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em lisina, triptofano e aminoacidos sulfurados. As industrias processadoras
tendem a incorporar quantidades varidveis desses ingredientes em suas formu-
lagoes durante o processamento, procurando reduzir custos de produgéo, para
se tornarem mais competitivas. O tecido conjuntivo colagénico possui como
aminodcido exclusivo e caracteristico a hidroxiprolina. No Brasil, o Ministério
da Agricultura permite a adigdo de até 10% de pele, tenddes e visceras, segundo
o tipo de embutido e suas peculiaridades, porém néo estabelece limites para
teor de colageno nesses produtos. A determinagao da quantidade de colageno
visa ndo apenas caracterizar o valor comercial das matérias-primas que lhe
deram origem, como também os aspectos nutricionais e comerciais. O seu teor
¢ utilizado como indicador da qualidade dos embutidos na Unido Europeia
(UE) e nos Estados Unidos (EUA). O objetivo deste trabalho foi avaliar o teor
de hidroxiprolina em carnes industriais: pele suina (n = 10), retalhos/aparas
de bovinos (n = 10) e carne mecanicamente separada (CMS) de aves (n = 10),
e emulsionados salsichas (n = 10) e mortadelas (n = 10) comercializados no
Pais. As amostras de carnes industriais e CMS foram obtidas em duas diferen-
tes industrias e as de salsicha e mortadela, no comércio varejista. O método é
baseado em hidroélise com dcido sulftrico, seguida de oxidagdo pela cloramina
T, formando um composto vermelho-puirpura, medido por espectrofotometria
a 560 nm. Os teores médios obtidos de hidroxiprolina e colageno nas matérias-
primas foram significativamente mais elevados (p < 0,05) que nas amostras
de produtos emulsionados. Os valores médios de hidroxiprolina nas carnes
industriais variaram de 1,5% (pele de suino) a 0,43% (em CMS de frango). As
amostras de emulsionados analisados apresentaram baixos teores de hidro-
xiprolina, com médias de 0,13% (para salsichas) e 0,23% (para mortadelas).
Os resultados obtidos indicaram que os produtos emulsionados pesquisados
apresentaram adequada qualidade, considerando-se os percentuais de hidro-
xiprolina conforme estabelecido pela UE e EUA.

Projeto financiado pelo CNPq / Processo: 578633/2008-6.

"Universidade Federal de Minas Gerais

Escola de Veterindria, Departamento de Tecnologia e Inspecdo de POA

Av. Antonio Carlos, 6627, CEP 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil.
E-mail: afonso.de.liguori@gmail.com

2Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de Farmdcia, Departamento

de Alimentos, Belo Horizonte, MG, Brasil.

Training in single laboratory and interlaboratory validation of
analytical methods and its achievements

Goncgalves, E.B.; Alves, A.P.G.*; Martins, PA.*

Um projeto do Edital CNPq/Mapa/SDA N° 064/2008, do Conselho Na-
cional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), liderado pela Embrapa
Agroindustria de Alimentos, visa oferecer treinamentos em validagao de
meétodos analiticos, abordando desde uma panoradmica em estatistica até va-
lidagao intralaboratorial e validagdo por ensaios interlaboratoriais, para ins-
tituigdes publicas e outras. O projeto visa alcangar os Laboratérios da Defesa
Animal do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, mas vem
atingindo também institui¢des como a Embrapa, as Redes de Metrologia do
Rio de Janeiro e de Sdo Paulo, e outras, além de estatisticos para atuarem no



suporte a essas atividades, em especial, para a Defesa Animal. Os cursos usa-
ram como material basico a ISO 17025, IN 24, RE 899, e principais guias de
valida¢do, nacionais e internacionais. Foram preparados por uma equipe de
estatisticos experientes nesse tema e geraram apresentagdes com fundamentos
de validagao, seus principios estocasticos e exercicios para estatisticos, bem
como uma versao simplificada para demais profissionais. A equipe do projeto
fez andlise de normas e textos técnicos nacionais e internacionais, segundo
a qual elaborou publica¢des assentadas em matéria probabilistica e tedrica
envolvendo, principalmente, propriedade de calculos de incerteza, regras de
verifica¢io de conformidade, delineamentos fracionados, a equivocada incer-
teza de amostragem, limite de decisdo e capacidade de detecgao (CCa e CCP),
propriedade de métodos estatisticos propagados pelos textos existentes e vali-
dade da validagao. Foram realizados treinamentos em validagao intralabora-
torial de métodos analiticos e em validagao por interlaboratoriais e a chamada
incerteza de amostragem, para estatisticos na Embrapa Solos. Os mesmos dois
treinamentos, em versoes simplificadas, e mais uma visdo de estatistica em
forma de panorémica foram ministrados cinco vezes em quatro Laboratérios
do Ministério da Agricultura e do Abastecimento, uma vez a um Laboratério
do Ministério da Satide, uma vez a Rede Rio de Metrologia, e parte deles ao
Comité Técnico de Quimica Analitica da Rede Metroldgica de Sao Paulo. Vem
sendo notado no publico, durante os treinamentos, grande interesse e bom
grau de assimilagdo do conteudo, além de um principio de massa critica nessa
matéria, o que era desejado. Adicionalmente, o projeto tem buscado repassar
suas criticas técnicas a diversas instancias, desde a ISO, ao Ministério da Agri-
cultura e do Abastecimento, até a missoes técnicas envolvendo diversas instan-
cias normativas, visando reduzir riscos desnecessarios aos nossos laboratérios

e comércio internacional.
“DTI-CNPq

"EMBRAPA Agroindustria de Alimentos,
Av. Américas, 29501, CEP 23020-470, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
E-mail: goncaleb@ctaa.embrapa.br

Mind map conception to systematization of the national animal health
legislation

Strehl, A. M.; Zuge, R. M.; Malinowski, A.

Sabe-se que ainda hoje muitas enfermidades que afetam os produtos do
setor agropecudrio sao oriundas da falta de conhecimento dos padroes es-
tabelecidos para esse campo e que muitas barreiras sanitdrias sdo levantadas
quando do descumprimento da legislagdo vigente para o setor. Além disso, o
descaso com essa drea é extremamente perigoso, visto que pode comprome-
ter seriamente a saude da populagdo, que é a consumidora final dos insumos
produzidos. Para melhorar essa situacdo, capacitagao e atualizagdo dos profis-
sionais da drea da satde animal sdo fundamentais. Esses profissionais preci-
sam adequar sua pratica profissional as leis, decretos, instrugdes normativas e
portarias vigentes, pois 0 cumprimento da legislacdo favorece a obtengio de
uma maior qualidade dos produtos e, consequentemente, pode facilitar a en-
trada dos produtos brasileiros em mercados internacionais. Na rede mundial
de computadores, pode-se encontrar todo tipo de informagdes em enormes
quantidades, incluindo-se ai as legislagdes de todas as areas de atuagdo hu-
mana. Porém, nem sempre ¢é tarefa facil localizar as informacoes de que se

necessita. Pensando em facilitar a busca e a recuperagdo de dados referentes a
legislagdo da drea agropecuadria, foi desenvolvido um material eficiente e que
incentiva a pratica da consulta e do estudo, permitindo que os interessados se
mantenham atualizados quanto as normas vigentes. Para atingir esses objeti-
vos, grande parte da legislagio agropecudria foi organizada no formato de um
mapa mental interativo. O mapa mental ¢ uma técnica grafica que permite
organizar ideias por meio de palavras-chave, cores e ilustragdes, em uma es-
trutura que parte de um tnico centro do qual sdo irradiadas as informagoes
de acordo com as relagdes que se pode estabelecer entre elas. Essa ferramenta,
além de ser uma forma dindmica de recuperagdo de informagdes e de apren-
dizagem, ¢é de facil manutengao e atualizagao. A facilidade de visualizar todo
contetdo das legislagoes de sanidade animal por meio de uma interface grafica
agiliza a busca por tdpicos de interesse, poupa tempo e, a0 mesmo tempo, de-
senvolve o aprendizado e/ou a atualizagio dos interessados. O grande mérito
do mapa mental é que ele pode ser produzido de forma a articular informagoes
sobre qualquer tema e tem como resultado uma forma de visualizagido que,

apesar de sintética, é rica em informacdes.

Instituto de Tecnologia do Parand, Rua Professor Algacyr Munhoz Mader, 3775,
CEP 81350-010, Curitiba, PR, Brasil.
E-mail: alinestrehl@gmail.com

Alert levels of zoosanitary events in an automated managnent system

Roxo, E."; Bersano. J. G."; Costa, S. M. F.2; Luquini, E.2; Irikura, D.**;
Souza, K. C.***; Leite, L. O.3; Hellwig, H. O.2

O desenvolvimento de um sistema informatizado de gerenciamento de diag-
nosticos zoossanitarios (Sizoo) tem como objetivo agilizar o gerenciamento de
arquivo e comunicagdo de ocorréncias entre o 6rgao gerador, o Instituto Biol4-
gico e 0 6rgao efetor de medidas sanitarias oficiais, a Coordenadoria de Defesa
Agropecudria, ambos pertencentes a Secretaria de Agricultura e Abastecimento
do Estado de Sio Paulo, com a colaboragdo da Faculdade de Tecnologia de
Carapicuiba, vinculada & Secretaria de Desenvolvimento Econémico, Ciéncia
e Tecnologia do Estado de Sao Paulo. Esse sistema, idealizado para funcionar
on-line sobre uma interface web, foi desenvolvido basicamente com softwares
livres, na linguagem Java com recursos Java Script e CSS (Cascading Style Sheets),
utilizando como banco de dados MySQL, permitindo, assim, grande mobilidade
na criagdo de perfis de usudrios, com diferentes niveis hierarquicos de acesso ao
sistema. Uma das caracteristicas inovadoras é o sistema de alertas zoossanitarios
automdticos por SMS e e-mail aos usudrios previamente cadastrados no SIZOO.
Esses alertas foram divididos em quatro niveis: 1) referente a patologias animais
com baixa probabilidade de causar danos a0 homem ou a outros animais; 2)
patologias animais com poder limitado de propagacao, capazes de causar danos
individuais a0 homem ou a outros animais, para as quais se dispoem de me-
didas profildticas e/ou terapéuticas; 3) patologias animais com poder limitado
de propagacéo, com alta capacidade de causar danos individuais a0 homem ou
a outros animais, para as quais se dispdem ou nio de medidas profilaticas e/
ou terapéuticas, mas que sdo de peculiar interesse do Estado, cuja notificagao
¢é compulséria num prazo maximo de 24 horas de seu diagndstico; e 4) patolo-
gias animais emergentes, re-emergentes ou exoticas, cuja suspeita de ocorréncia
fundamentada em andlises diagndsticas sdo de peculiar interesse do Estado e
cuja notificagdo é compulsoria e imediata. Assim, ao cadastrar as patologias no
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sistema, essas respeitardo a classificagao de risco conforme a legislagao vigente
e, quando de sua ocorréncia, o sistema disparard os alertas de nivel 3 e 4, co-
municando, a revelia do responsavel técnico, aos interessados competentes. Os
alertas serdo enviados simultaneamente a diferentes érgaos, de forma a agilizar
a tomada de decisdo sanitdria, necessaria a cada caso. Dessa forma, o sistema
propiciard um recurso moderno e rapido, capaz de prover rastreabilidade e se-
guranga das informagoes diagnosticas geradas pelo sistema oficial de sanidade
animal do Estado de Sao Paulo.

*CNPq, Edital CNPq/Mapa/SDA N° 064/2008 Processo N°578241/2008-0 Edital/Chamada: Li-
nha 1 - Redes de Pesquisas Cientificas, Tecnoldgicas de Inovagio e Controle.
**Estagidrio.

***Estagidrio — Bolsista de ITT do CNPq.

TInstituto Bioldgico, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal,
Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sdo Paulo, SP, Brasil.

E-mail: roxo@biologico.sp.gov.br

2Faculdade de Tecnologia de Carapicuiba, Carapicuiba, SP, Brasil.

*Coordenadoria de Defesa Agropecudria, Campinas, SP, Brasil.

Using the methodology of problematization in a web based course for
veterinarians

Malinowski, A.; Zuge, R.M.

Tendo em vista a premente necessidade de se aumentar a produgio de pro-
dutos de origem animal para suprir as demandas das popula¢des mundiais,
faz-se necessaria a formagio de médicos veterindrios que, além de tratar clini-
camente dos animais, sejam capazes de estabelecer e gerenciar politicas publicas
voltadas a sanidade animal com foco no controle, de zoonoses. As diretrizes
curriculares nacionais dos cursos de medicina veterindria, publicadas em 2003
pelo Ministério da Educagdo e Cultura (MEC), destacam a importancia da for-
magdo do médico veterindrio de perfil critico, reflexivo e criativo, que seja capaz
de compreender e atuar sobre os determinantes complexos (sociais, culturais,
comportamentais, econdmicos etc.) que interferem na organizagao dos meios
de produgdo no campo e, consequentemente, sobre a sua pratica. Nesse sentido,
o curso de pos-graduagido em sanidade animal, que serd ofertado na modalidade
e-learning (via web), pretende trabalhar com a metodologia da problematizagio
(MP), conforme proposta por Berbel. O objetivo de se utilizar a MP ¢ fornecer
subsidios para que o médico veterindrio amplie sua visdo para além da clinica
médica e dos procedimentos meramente técnicos e pontuais e que desenvolva
a capacidade de raciocinio 16gico, de observagio, de interpretagdo e de anélise
de informagdes e dados, com o intuito de identificar e propor alternativas para
a solugio de problemas. A MP difere da metodologia tradicional baseada na
transmissdo de conhecimento, na medida em que permite que o aluno construa
conhecimento, reflita e atue sobre a sua realidade. Essa metodologia compreende
as seguintes etapas: 1) observagdo da realidade — com a defini¢do de um ou mais
problemas a serem investigados; 2) identificagdo dos pontos chaves — determi-
nando aqueles que contribuem para a existéncia do(s) problema(s); 3) teorizagao
- etapa na qual empenha-se na busca por apoio tedrico para a compreesio do
problema estudado; 4) hipdteses de solucdo - etapa na qual o aluno ira conceber
alternativas criativas e viaveis para a solugdo do(s) problema(s) encontrado(s);
5) aplicagdo — momento em que o aluno ird propor a implementacio de uma ou
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mais das solugdes que encontrou para resolver o problema na pratica. A meto-
dologia utilizada permitira que o aluno construa conhecimento e reflita sobre a
realidade da sua localidade, através da MP, o que lhe permitira ver seu trabalho
sob novas perspectivas, ajudando-o a construir uma nova pratica, mais contex-
tualizada e voltada para a pesquisa de novas solu¢des e para o desenvolvimento
de novos saberes em medicina veterindria.

Instituto de Tecnologia do Parand, Rua Professor Algacyr Munhoz Mader, 3775,
CEP 81350-010, Curitiba, PR, Brasil.
E-mail: amsantos@tecpar.br

UFLA Program in Continuing Education on Sanitary Animal Defense —
Prodesa/UFLA

Rocha, C. M. B. M." Janoele, F. C."*; Daher, D. O."**; Lopes. E."***;
Silva, I. R. O."™**; Bruhn, F. R. P"****; Lucci, J. R"*****; Barbieri, J.

M T**x*x xR

Com o objetivo de estruturagdo e implantagdo do programa UFLA de For-
magdo Continuada em Defesa Sanitdria Animal - Prodesa/UFLA financiado
pelo edital 64/2008 CNPq/Mapa, do Departamento de Medicina Veterindria
da Universidade Federal de Lavras, estao sendo desenvolvidas a¢des, propostas
e coordenadas por pesquisadores da UFLA, com participagdo de outras insti-
tuigdes (UFMG, IMA e Funed), que visam contribuir com a qualificagdo ted-
rica de profissionais do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(Mapa), atuantes em defesa sanitaria animal. Essas a¢oes de treinamento estao
sendo desenvolvidas em dreas estratégicas de defesa sanitaria animal em dois
cursos de especializagdo lato sensu a distancia em defesa sanitaria animal in
company de longa duragdo, em andamento, para 150 servidores designados
pelo Mapa e atuantes do Servigo de Defesa Sanitdria Animal. As disciplinas
que formam o curriculo do curso guardam relagdo com eixos tematicos de
defesa agropecudria, como as areas de vigilancia, sanidade animal e métodos
epidemiolégicos. Foi criado um regulamento interno para os cursos de espe-
cializagdo lato sensu em defesa sanitdria animal in company edital 64/2008
CNPq/Mapa, para contribuir para a melhoria da qualidade dos cursos de
especializagdo a distancia. Foram estabelecidas as normas dos cursos, dentre
essas, as relacionadas a elaboracdo e apresentagdo dos trabalhos de conclu-
sdo dos cursos (TCC). Os TCC poderio ser apresentados nas formas: estudo
de caso, artigo cientifico, boletim técnico ou de extensdo, projeto de pesquisa
ou extensdo que visem contribuir significativamente para o desenvolvimento
cientifico e tecnolégico e inovagao do Pais e portfdlio de material didatico. Este
ultimo tem por finalidade estimular a produgdo de material didético e de di-
vulgacdo que possam ser utilizados futuramente pela Universidade Federal de
Lavras nos cursos de graduagio e de pos-graduagio. O projeto vem reforgando
a parceria entre o Mapa e a Universidade Federal de Lavras na area de defesa
animal, além de estabelecer, de forma continua, um treinamento qualificado

para essa area.

*Bolsista de extensao/UFLA.

**Bolsista DTI-II/CNPq - edital 64/Mapa.

***Bolsista ATP-A-A/CNPq - edital 64/Mapa.
****Bolsista de mestrado-Capes.

****Bolsista CNPq/Pibic/UFLA.

e PIBIC/FAPEMIG.

Apoio financeiro: CNPq, Fapemig, Capes, UFLA e Mapa.



"Universidade Federal de Lavras, Departamento de Medicina Veterindria, CP
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Comparison of diagnostic techniques: ELISA, IDGA, PCR and
histopatology of infectious laryngotracheits from layers hens

Buim, M. R."; Luciano, R. L.%;, del Fava, C.3; Ikuno, A. A3; Ferreira, A. J.
P:4; Yshizuka, M.%; Garcia, M.%; Buchala, F. G.7; Soares N. M."

O virus da laringotraqueite é um patégeno de galinhas, classificado como
herpesvirus. O diagndstico clinico ¢ sugestivo e se complementa com a con-
firmagao laboratorial da enfermidade. As medidas preventivas e profilaticas
sdo importantes para que se evite a rapida disseminagao da infec¢do, que tem
caracteristicas multifatoriais. Neste trabalho foram relatados os resultados
obtidos pela investigagdo epidemioldgica de um surto de LTI no municipio
de Guatapara, Estado de Sao Paulo, Brasil, executada pela equipe do Pro-
grama Oficial de Controle e Erradicagdo de LTI no Estado de Sdo Paulo.
Essa equipe de cardter multidisciplinar desenvolve um projeto de capacita-
¢éo técnica, financiado pelo Mapa. O projeto consiste no estabelecimento
de intercdmbio técnico e cientifico entre os profissionais da Superinten-
déncia Federal de Agricultura do Estado de Sdo Paulo/Mapa, da Secreta-
ria da Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo (do Instituto
Biolégico e da Coordenadoria de Defesa Agropecudria) e os professores do
Centro de Referéncia Internacional de Pesquisa e Diagndstico das Doengas
Aviarias da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade da Gedrgia
(PDRC-UGA). Tem o sentido de desenvolver os procedimentos e capacitar
os profissionais e pesquisadores envolvidos nas praticas laboratoriais, mo-
nitoramento sanitdrio e interpretagdo dos resultados referentes ao diagnos-
tico da Laringotraqueite Infecciosa das Aves. Um total de 19 lotes suspeitos
foi amostrado e o diagnodstico laboratorial foi realizado e comparado entre

técnicas sorologicas (ELISA e IDGA), histopatologia e digndstico molecular
(PCR). O diagnostico clinico também foi realizado nos lotes de poedeiras
avaliados, evidenciado pelos sinais respiratorios e aumento de mortalidade
das aves. Dentre as provas de detec¢do de anticorpos, o ELISA foi a mais
sensivel, detectando positividade em 100% dos lotes, enquanto a IGDA néo
detectou qualquer lote positivo (0,0%) revelando baixissima sensibilidade
analitica do teste. A PCR utilizando o gene ICP4 (688bp) detectou DNA
viral em 63,2% do raspado traqueal. As lesdes inflamatdrias observadas no
histopatoldgico (tecido emblocado em parafina e coloragiao hematoxilina/
eosina) da mucosa laringotraqueal, caracterizadas por infiltrado inflama-
torio linfoplasmocitico, associado a presenca de sincicio e inclusao intra-
nuclear eosinofilica, foram observadas em 57,9% das amostras. Apesar da
positividade simultinea (42%) ao ELISA, PCR e histopatologia, observou-se
complementaridade entre as trés técnicas. A presenga de lesoes teciduais su-
gestivas do LTI demonstrou a presenca de infec¢do ativa em cerca de metade
dos lotes examinados. Destaca-se que a IGDA néo foi um teste eficiente na
deteccdo da LTI nesse surto, podendo estar relacionada a baixa sensibilidade
analitica, & variabilidade antigénica das cepas de campo ou a alguma outra
causa ndo elucidada.

"Instituto Bioldgico, Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio
Avicola, Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Bastos

Av. Gaspar Ricardo, 1700, CEP 17690-000, Bastos, SP, Brasil.

E-mail: marcosbuim@biolgico.sp.gov.br

2Instituto Bioldgico, Centro Avangado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio
Avicola, Descalvado, SP, Brasil.

3Instituto Bioldgico, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal,
S&o Paulo, SP, Brasil.

“Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Departamento de Patologia, Laboratério de Ornitopatologia, Sdo Paulo, SP,
Brasil.

>Comite Estadual de Sanidade Avicola, Campinas, SP, Brasil.

SUniversity of Georgia, College of Veterinary Medicine, Poultry Diagnostic and
Research Center, Athens, GA, USA.

’Coordenadoria de Defesa Sanitdria Animal, Campinas, SF, Brasil.
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X1l CONFERENCIA

Transferencia de
embrioes em equinos:

avaliacao

Introducao

Os profissionais que trabalham com trans-
feréncia de embrides em equinos devem ser ca-
pazes de identificar e avaliar adequadamente os
embrides. A avaliagdo do estagio de desenvolvi-
mento, da qualidade e do tamanho dos embri-
Oes é fundamental e a capacidade de diferenciar
embrides de ovicitos nio fertilizados (UFOs) e
estruturas ndo embridnicas que possam vir a ser
coletadas durante o procedimento de lavagem
também é importante.

O objetivo deste artigo é revisar os estagios de
desenvolvimento do embrido equino e a sua clas-
sificagdo quanto ao escore de qualidade ou grau.

Materiais e métodos

A detecgdo de um embrido na placa deve ser
seguida de um procedimento sistematico de ava-
liagao. Esse procedimento costuma ser rapido,
mas ha ocasides em que a diferenciagdo entre um
embrido, um ovdcito nao fertilizado e uma estru-
tura ndo embridnica pode levar varios minutos. A
avaliacao deve englobar o estagio de desenvolvi-
mento, o escore de qualidade (grau) e o tamanho.

Um microscépio de boa qualidade, munido
de um micrémetro para mensuragdo do didmetro
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do embriao’

do embrido, é fundamental para uma avaliacdo adequada.
Antes da avaliacdo, os embrides sdo lavados em 3 ou mais
gotas de meio de lavagem ou meio de manutengao. O fluido
inicial de lavagem contido na placa pode ter uma quanti-
dade significativa de debris celulares e 0 objetivo é transferir
o embrido deste meio inicial, removendo sequencialmente
a maior quantidade possivel de debris durante o procedi-
mento de lavagem. Uma vez concluido o procedimento de
lavagem, o embrido ¢ mantido no meio de manutengéo e
avaliado antes da sua transferéncia, transporte para outro
local para transferéncia futura ou criopreservagao.

Foi realizada uma andlise retrospectiva do escore de
qualidade ou grau de 623 embrides coletados no Laborato-
rio de Reprodugdo Equina da Universidade do Colorado.

Resultados

Os estagios de Desenvolvimento do embrido equino
estdo dispostos na Tabela 1.

Ovdcitos nao fertilizados se caracterizam por apresen-
tarem didmetro entre 125 e 150 um e zona peltcida espessa,
podendo ter formato arredondado ou oval, embora sejam
planos e nao rolem quando manipulados (diferente do
embrido). O citoplasma dessa estrutura unicelular pode
se apresentar degenerado ou fragmentado, parecendo-se
vagamente com os blastdmeros de uma mérula. O ovdcito
ndo fertilizado geralmente fica retido no oviduto, préximo

1 Palestra apresentada na XIl Conferéncia Anual da Associagdo Brasileira de Médicos Veterinarios de
Equideos (Abraveq), realizada em 11 e 12 de junho de 2011 no Royal Palm Plaza Resort, em Campinas (SP).
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Patrick M. McCue

a jun¢ao ampulo-istmica (BETTERIDGE, 1989; Weber
et al,, 1991), e costuma ser encontrado durante o procedi-
mento de lavagem somente quando transportado através
da jungdo utero-tubérica junto com um embrido viavel
(STEFFENHAGEN et al., 1972).

Estruturas nao embridnicas como debris celulares,
cristais de urina, matéria organica e outros debris podem
eventualmente ser recuperadas durante as tentativas de
coletas de embrides. A diferenciagao entre tais estruturas

DVM, PhD, Diplomate ACT
Laboratério de Reprodugdo Equina
Universidade do Colorado

Ft. Collins, CO 80523

e um embrido se baseia na presenga ou auséncia da zona
peltcida, em seu tamanho e em seu formato.
Atualmente, empregamos um sistema de gradua-
¢do modificado baseado em 4 pontos para a avaliagdo
de embrides equinos na Universidade do Colorado
(MCKINNON et al., 1988; VANDERWALL, 1996). As
caracteristicas empregadas na determina¢ao do escore
de qualidade ou grau sdo: 1) formato do embriao (esfé-
rico, oval, colapsado etc.); 2) espessura da zona pelucida;

ESTAGIO TAMANHO (uM) DESCRICAO
Massa sélida de blastdmeros; zona pelticida espessa; blastomeros inicialmente grandes e passiveis
de identificacdo individual, depoi d tos de blastd ; borda ext

Mérula 150 2 200 pm e iden |Acagao indivi uail .eF‘)‘ms a.grega" os compactos de blas <.)r_nercis menores; borda ex ler.na
dos blastomeros de aparéncia “serrilhada”; possibilidade de identificagdo do espago perivitelinico
entre os blastdmeros e a zona pelticida; rolamento a manipulagdo (Figura 1).
Blastocisto 150 2 250 um Zona peldcida espessa; inicio da formagdo da blastocele entre os blastdmeros; minimo espago
inicial H perivitelinico, tamanho semelhante ao da moérula (Figura 2).
) Blastocele circundada por uma camada de células trofobldasticas; massa celular interna distinta;

Blastocisto 150 a 300 pm . . . A .
capsula evidente entre a camada de trofoblastos e a zona pellcida; zona pelticida fina (Figura 3).
Blastocele grande circundada por uma camada fina de células trofoblasticas; células trofoblasticas

Blastocisto pequenas e de aparéncia uniforme; massa celular interna distinta insinuada no interior da

) 300 to > 1,000 pm . . » . . ) .
Expandido blastocele; zona pellicida ainda presente ou j desaparecida; capsula aderida ao embrido ou
levemente destacada; didmetro do embrido variavel de acordo com a idade (Figura 4).
Ovacito ndo , < R . =
o Zona pelucida espessa; formato oval; plano, ndo rola a manipulagdo; membrana celular e
fertilizado 125 a 150 pm . .
(UFO) citoplasma podem se apresentar degenerados ou fragmentados (Figura 5).

TABELA 1 - Estagios de Desenvolvimento do Embrido Equino
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Embrido no
estigio de morula

Embrido no estigio
de blastocisto expandido

Embrido no
blastocisto inici

Massa celular interna

Figura 3 - Embrido equino (Grau 1) no estdgio de blastocisto, com
massa celular interna visivel.

Figura 5 - Par de ovécitos ndo fertilizados.

3) uniformidade dos blastomeros (tamanho, cor, estru-
tura); 4) presenca/auséncia de blastdmeros extrusados
ou degenerados; 5) compacta¢iao dos blastomeros; 6)
grau de granulagdo ou fragmentagio citoplasmatica; 7)
presenga/auséncia e tamanho do espago perivitelinico;
8) sinais de desidratagdo ou enrugamento do embrido;
9) presenc¢a/auséncia de anomalias da blastocele; 10)
presencga/auséncia de lesdo da zona pelucida ou capsula
(Tabela 2).

m COMENTARIO DESCRICAO

Sem anomalias visiveis; formato esférico; células de tamanho, cor e textura uniformes; tamanho e

1 Excelente
estdgio de desenvolvimento adequados para a idade p6s-ovulagdo (Figuras 1 a 4).
Imperfeicdes minimas, como alguns blastdmeros extrusados; pequenas irregularidades de
2 Bom formato, tamanho, cor ou textura; pouca separagdo entre a camada trofoblastica e a zona
pelticida ou capsula (Figuras 6 e 7).
Nivel moderado de imperfeicdes, como grande percentual de blastémeros extrusados ou
3 Ruim degenerados; colapso parcial da blastocele ou afastamento moderado do trofoblasto da zona

peltcida ou capsula (Figura 8).

Degenerado ou
Morto

Problemas graves de facil identificagdo, como alto percentual de blastdmeros extrusados, colapso
total da blastocele, ruptura da zona peltcida ou degeneragdo completa e morte do embrido.

UFO UFO

Ovacito nao fertilizado

TABELA 2 - Graduagdo do embrido de acordo com um sistema de 4 pontos
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A aderéncia de varios agregados celulares ou outro
material a zona pelucida pode indicar endometrite da
égua doadora ou contaminag¢iao do procedimento de la-
vagem. A presenca de debris aderidos ao exterior do em-
brido nem sempre influencia a graduagdo, embora a sua
presenca seja muito importante do ponto de vista clinico
e deva ser registrada.

A grande maioria (95,5%) dos 623 embrides coletados
em nossa clinica durante um periodo de 4 anos era de
qualidade boa ou excelente (Tabela 3).

Discussao

A grande maioria dos embrides equinos coletados é
de qualidade boa ou excelente, provavelmente devido
ao transporte seletivo de embrides viaveis através do
oviduto (Weber et al., 1991). Embrides de ma qualidade,
embrides mortos e ovdcitos nao fertilizados costumam
ficar retidos no oviduto.

A recuperagdo de embrides menores e/ou em um
estagio de desenvolvimento mais precoce do que o es-
perado ¢ comum em éguas mais velhas ou em éguas inse-
minadas com sémen congelado e pode refletir atraso no
desenvolvimento embrionario, inadequagao do ambiente
ovidutal ou uterino, ou outros fatores. A identificagao do
atraso do desenvolvimento embrionario é importante,
uma vez que as taxas de prenhez podem ser otimizadas
quando o embrido é transferido para uma égua sincroni-
zada de acordo com desenvolvimento embrionario e nao
com a data da ovulagdo da égua doadora.

O encontro de um ovdcito nao fertilizado junto com
um embrido viavel em um lavado uterino é comum e mais
frequente do que na auséncia de embrides. Nessas circuns-
tancias, devemos considerar a probabilidade da presenca
de um embrido viavel no utero ou no oviduto da égua, cuja
recuperacao pode ser obtida pela repeti¢do da lavagem.

Conclusao

A capacidade de avaliar corretamente o estagio de de-
senvolvimento embrionario, a qualidade e o tamanho do
embrido é fundamental para o sucesso do programa de
transferéncia de embrides em equinos e recomenda-se o
emprego de um método sistematico de avaliagdo, além do
registro de todos os embrides, se possivel com imagens
fotograficas, e do sucesso das transferéncias. A selecdo da
égua receptora adequada, a estimativa da possibilidade
de sucesso da transferéncia e a capacidade de determinar
se 0 embrido se presta a criopreservaciao dependem da
sua correta avaliacdo.
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GRADUACAO DO EMBRIOES
EMBRIAO m %
1,0a1,5 470 (75,4 %)
20a25 125 (20,1 %)
30a35 26 (4,2 %)
4,0 2 0,3 %)
Total 623 (100 %)

TABELA 3 - Embrides de equinos segundo a graduacdo da qualidade

Figura 6 - Embrido
de grau 2 no estagio
de blastocisto inicial;
presenca de blasto-
meros extrusados
(setas).

Figura 7 - Embrido
de grau 3 no estagio
de moérula, com
grande percentual de
blastdbmeros extrusa-
dos (setas).
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Principios de

tratamento de
lesoes tendineas
e ligamentares'

Introducao - fundamentos dos tratamentos
A lesdo tendinea desencadeia uma resposta
fibrdtica que restaura a forga da estrutura le-
sada. Entretanto, do ponto de vista funcional,
esse fibrosamento ¢ inferior ao tendao normal
por varios motivos. O tecido cicatricial, por
ser mais fraco que o tendao ou o ligamento,
¢ depositado em maiores quantidades, re-
sultando em maior rigidez estrutural. Essa
funcionalidade inferior resulta em queda do
desempenho e em risco substancial de recor-
réncia da lesio — mais de 50% dos cavalos de
corrida que retomam a atividade plena sofrem
recorréncia da lesao dentro de dois anos, ape-
sar da disponibilidade de uma ampla gama de
tratamentos (DYSON, 2004). Os objetivos do
tratamento sdo especificos para cada fase da
cicatrizagao - aguda (inflamatdria), subaguda
(fibroplastica) e cronica (remodelagéo).

Fase aguda (inflamatdria)

A lesdo clinica resulta em ruptura da ma-
triz tendinea e em hemorragia, desencadeando
uma resposta inflamatdria acentuada, que
dura varios dias e se volta para a eliminagdo
do tecido lesado. Esta fase se caracteriza pela
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presenca dos sinais classicos de inflamagéo (calor, dor/
claudicagdo e edema) e pela hiperemia intensa, com
aporte de células de defesa (inicialmente neutréfilos
e em seguida macréfagos e mondcitos) e liberagao de
enzimas proteoliticas. Na maioria dos casos, a resposta
inflamatdria é considerada excessiva e as enzimas li-
beradas continuam destruindo as por¢des menos
afetadas do tenddo. Uma vez que o tecido cicatricial
que se forma apos a lesdo é funcionalmente inferior
ao tecido tendineo, a instituicao rapida de tratamento
anti-inflamatorio agressivo favorece a preservagao do
tendao “normal”.

Objetivo do tratamento — controle da inflamacao

Opcoes de tratamento

A fisioterapia (repouso, aplicagdo de frio e ban-
dagens compressivas) continua sendo o aspecto mais
simples e mais importante do tratamento precoce.
Logo apds a lesao, deve-se iniciar a aplicagdo de frio
por 20 minutos. A hidroterapia a frio é mais eficiente
e segura do que a aplicagdo de gelo e diversos dispo-
sitivos podem ser usados para promover a aplicagdo
concomitante de frio e pressdo. A mobilizagdo pas-
siva controlada também pode ser atil, mesmo na fase

1 Palestra apresentada na XIl Conferéncia Anual da Associagdo Brasileira de Médicos Veterinarios de
Equideos (Abraveq), realizada em 11 e 12 de junho de 2011 no Royal Palm Plaza Resort, em Campinas (SP).
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precoce, e tem por objetivo o controle da inflamagao, a
maximizac¢ao da cicatrizagdo intrinseca e manutengio
da amplitude de movimento.

O manejo farmacolégico inclui a administragdo
de esteroides de curta duragdo nas primeiras 24 a 48
horas (depois desse periodo, tais drogas podem com-
prometer a resposta fibroblastica) e a aplicag¢do in-
tralesional de glicosaminoglicanas polissulfatadas,
capazes de inibir a a¢do das enzimas proteoliticas in
vitro. Estudos recentes, empregando um modelo expe-
rimental de tendinite, demonstraram que estas tltimas
drogas melhoram a organizagdo da cicatriz tendinea,
quando comparadas com solugao fisiologica. A aplica-
¢do local de DMSO pode ajudar a acelerar a resolugdo
do edema.

Nesta fase, o tratamento cirurgico se baseia na rup-
tura tendinea percutanea longitudinal (“splitting”),
que acelera a resolucdo das lesdes vacuolares (“core le-
sions”), conforme demonstrado por ultrassonografia.
A técnica pode ser realizada com um bisturi ou, de
forma menos invasiva, através de pun¢ao com agulha,
método que pode ser combinado com a medicagéo in-
tratendinea.

Fase subaguda (fibroblastica)
Logo no inicio da lesdo e sobrepondo-se a fase in-
flamatoria, verifica-se a ocorréncia de angiogénese e
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invasdo por fibroblastos, levando a formagéo de tecido
cicatricial durante varias semanas, a fim de substituir
o tecido lesado. O tecido cicatricial é composto por
colageno dos tipos I e III e seu arranjo ¢ mais desorga-
nizado do que o das fibrilas Tipo I do tendao normal,
longitudinalmente alinhadas. Isso prejudica a agdo de
mola do tendédo e predispde a recorréncia da lesao.

Objetivo do tratamento - estimulo da fibroplasia
e otimizacao da organizacao e funcionalidade do
tecido cicatricial

Opcoes de tratamento

A mobilizagao progressiva precoce (exercicio ao
passo) e a monitoracdo ultrassonografica regular
sao empregadas para melhorar a qualidade do tecido
cicatricial que se forma durante esta fase. Sem du-
vida, o principal progresso na recuperagdo de lesoes
tendineas decorreu do emprego da ultrassonografia
como ferramenta de reabilita¢do. A ultrassonografia
de referéncia, realizada pelo menos 4 a 7 dias apos a
lesdo, fornece informagdes progndsticas e pode ser
usada para mensurac¢des subsequentes da area de sec-
¢do transversal, que representam uma forma semiob-
jetiva de avalia¢do da cicatrizagdo tendinea. Antes de
permitir que o cavalo passe para o proximo nivel do
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programa de exercicio controlado, o tendao deve estar
estavel ou apresentar redugdo da drea de secgdo trans-
versal (aumento da 4drea de seccdo transversal < 10%
em qualquer nivel) em relagdo ao exame prévio, além
de apresentar melhora do padrao de ecogenicidade e
disposicao das fibras. Ha grande variagao individual
de velocidade de evolugdo da lesdo. Muitos cavalos
ficam inddceis quando trabalham apenas ao passo e
devem ser colocados no andador.

A injegdo intratendinea de beta-fumarato de ami-
noproprionitrila (BAPTEN™) entre 30 e 90 dias
ap0ds a lesao foi empregada para tentar melhorar a
qualidade do tecido cicatricial. Essa droga inibe a en-
zima lisil-oxidase, responsavel pelas ligagdes cruza-
das das moléculas de colageno, e, quando associada
ao exercicio controlado, promove a melhora do ali-
nhamento longitudinal das fibras colagenas. Apos o
término do seu efeito, a liga¢do cruzada ocorre, au-
mentando a for¢a da cicatriz. Embora os ensaios ini-
ciais, realizados nos EUA e na Gra-Bretanha, tenham
indicado bons resultados em casos severos, estudos
experimentais mais recentes ndo mostraram melhora
significativa da cicatrizagdo tendinea. Além disso, a
droga reduz a sintese de colageno nas células tendi-
neas in vitro e ndo estd mais disponivel no mercado
enquanto farmaco de uso licenciado.

Outras drogas, como o hialuronato de s6dio, foram
usadas em aplicagOes intratendineas e peritendineas,
com resultados conflitantes, embora efeitos benéficos
relacionados a reducao da formacdo de aderéncias em
lesdes tendineas localizadas no interior de bainhas si-
noviais tenham sido demonstrados experimentalmente.

Rupturas nas margens de tenddes e ligamentos
contidos em cavidades sinoviais (bainhas tendineas
ou articulagdes) costumam ser responsédveis por epi-
sodios recorrentes de tenossinovite ou sinovite. Na
auséncia de patologias intratendineas significativas
(tendinopatias verdadeiras), muitas dessas rupturas
passam despercebidas na ultrassonografia. Uma vez
que o ambiente sinovial limita o processo cicatricial,
acredita-se que a debrida¢ao dessas lesdes por tenos-
copia possa melhorar a sua cicatrizagdo, embora a fase
reparativa subsequente continue sendo lenta e muitas
vezes incompleta. A ruptura da manica flexoria tem
prognoéstico melhor devido a possibilidade de remo-
¢do completa da estrutura, sendo o pior progndstico
reservado as rupturas que envolvem o tenddo flexor
digital profundo.

A terapia por ondas de choque extracorpoérea é
empregada principalmente no tratamento da desmite
cronica (mais de 3 meses de evolugdo) do ligamento
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suspensorio. Embora seu uso em lesdes tendineas te-
nha sido sugerido, dados experimentais recentes reve-
lam a indugao de lesao significativa nessas estruturas,
o que desaconselha o emprego da técnica para trata-
mento de tendinites, pelo menos da tendinite do ten-
dao flexor digital superficial.

Uma abordagem alternativa que pode ser empre-
gada para restaurar a funcionalidade de tenddes jovens
normais é provocar a sua regeneragdo, em vez de sua
cicatrizagao com tecido fibroso. A medicina regenera-
tiva emprega um ou mais de trés componentes distin-
tos — arcabougo, fator anabdlico (fator de crescimento,
por exemplo) e fonte celular. Além disso, acredita-se
que a existéncia de um ambiente mecanico adequado,
proporcionado pela instituicao de um programa de
exercicio controlado apds o tratamento, seja essencial
para otimizar a regenera¢do. Cada um desses compo-
nentes constitui uma forma de terapia para tratamento
de lesdes tendineas e ligamentares em equinos, a ser
abordada em palestra separada.

Fase cronica (remodelacao)

Inicialmente, o tecido cicatricial depositado é rela-
tivamente fraco e o aumento rapido do nivel de exerci-
cio pode levar a recorréncia da lesio no mesmo local.
Ao longo dos meses, esse tecido cicatricial imaturo
se remodela e o colageno Tipo III é gradativamente
transformado em colageno Tipo I, o que se reflete em
aumento da for¢a e da rigidez. Entretanto, o tendao
nunca recupera suas propriedades mecanicas origi-
nais, permanecendo sempre susceptivel a novas lesoes.

Objetivo do tratamento - otimizacao da funciona-
lidade do tecido cicatricial para prevenir a recor-
réncia da lesao

Opc¢oes de tratamento

A combinagdo de um programa progressivo de
exercicio controlado com a avaliacdo ultrassono-
grafica regular para a detecgdo precoce de sinais de
recorréncia é o tratamento ideal da tendinite crdnica.
Como regra geral, recomenda-se apenas exercicio no
andador nos primeiros 3 meses, apos a regressao da
inflamagdo. Em seguida, o trote é introduzido, prosse-
guindo-se para o galope lento apds 6 meses.

A desmotomia do ligamento acessério do TFDS
pode ser realizada para transferir a elasticidade de
musculo flexor digital superficial para o tenddo em
recupera¢do, reduzindo a tensdo maxima sobre o
mesmo. A desmotomia bilateral foi advocada em



equinos para prevenir a recorréncia da tendinite do
TFDS em qualquer dos membros afetados, apos o pe-
riodo de recuperacgdo. Além da abordagem tradicional
aberta, a cirurgia pode ser feita por tenoscopia atra-
vés da bainha carpiana e costuma ser realizada junto
com a ruptura tendinea percutdnea longitudinal, na
fase precoce da tendinite. Entretanto, o efeito benéfico
sugerido inicialmente nao se confirmou em outros es-
tudos e dados epidemioldgicos recentes indicam que
cavalos tratados com essa técnica sao mais predispos-
tos a desmite do ligamento suspensdrio.

A prevengdo da hiperextensdo da articulagdo meta-
carpofalangeana é uma outra forma de reduzir o risco
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de novas lesdes e pode ser obtida submetendo-se o ca-
valo a um nivel mais baixo de exercicios, embora a
exigéncia de se retornar o animal ao nivel prévio de
desempenho seja comum. A nova bota (Equstride),
ainda nao disponivel no mercado, parece ser capaz de
evitar a hiperextensdo da articula¢do metacarpofalan-
geana, prevenindo assim a recorréncia.
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Patofisiologia das
lesoes tendineas
e ligamentares'

Introducao — o impacto da doenca

Lesdes tendineas sdo comuns em todas as
atividades atléticas, tanto em humanos como
em equinos. Estudos epidemiolégicos abor-
dando a incidéncia de lesdes ortopédicas
equinas sofridas em pistas de corrida mos-
tram apenas a “ponta do iceberg”, uma vez
que grande parte das lesdes tendineas ocorre
durante o treinamento e, muito raramente, no
pasto. Um estudo ultrassonografico de cavalos
em treinamento (National Hunt) mostrou que
quase um quarto (23%) dos animais apresentam
sinais de patologia tendinea, com indices pro-
ximos de 50% em algumas cocheiras. Isso re-
presenta um 6nus elevado para o setor equino,
tanto do ponto de vista financeiro quanto do
ponto de vista de conscientiza¢ao do publico.

Estrutura, funcao e fisiologia do
tendao normal

Os tendoes, embora descritos como estru-
turas que transmitem as forcas da musculatura
para o osso, podem ser classificados em 2 tipos
genéricos — tenddes posturais rigidos (como os
tenddes da mao humana e o tendiao extensor
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digital comum equino), que se enquadram na descrigao
classica, e tenddes de sustentagdo do peso, mais elasticos
(como o tendiao de Aquiles humano, o tendéo flexor di-
gital superficial (TFDS) e o ligamento suspensodrio (LS)
equinos). O TEDS (e o LS) ndo age apenas dando susten-
tagdo a articulagdo metacarpofalangeana, mas também
armazenando energia para uma locomogao eficiente —
ou seja, age como uma mola. A contragdo maxima do
musculo flexor digital superficial é de aproximadamente
2 mm e sua principal fungio é a fixagdo da origem do
TEDS, além da absorc¢ao de oscilagoes de alta frequéncia
potencialmente nocivas.

Os equinos nao poderiam correr em velocidade tao
alta e por distancias tao grandes sem a elasticidade ten-
dinea. Infelizmente, essa fun¢ao tem um preco, tradu-
zido em aplica¢do de cargas muito altas durante o galope
(uma carga de 1 a 2 toneladas ¢ aplicada sobre o TFDS,
cuja espessura ¢ de apenas 1 cm?) e grande amplitude de
alongamento, chegando a 16% (em laboratdrio, a ruptura
do TFDS ocorre sob alongamentos de 12 a 20%). Isso sig-
nifica que o TFDS trabalha muito préximo do seu limite
de tolerincia, o que o predispde a lesoes.

A composicao e a organiza¢do da matriz tendinea
determinam suas propriedades elasticas funcionais
ideais, embora os fatores que promovem a formagao
desse sistema de sintonia fina ainda nao sejam bem

1 Palestra apresentada na XIl Conferéncia Anual da Associagdo Brasileira de Médicos Veterinarios de
Equideos (Abraveq), realizada em 11 e 12 de junho de 2011 no Royal Palm Plaza Resort, em Campinas (SP).
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conhecidos. Pesquisas recentes trouxeram muitas infor-
magOes sobre a estrutura e a fungdo tendinea normais,
que vém nos ajudando a entender a fisiologia do tendéo
e 0 mecanismo de ocorréncia das lesdes induzidas por
estiramento. Tais informagdes se revestem de importan-
cia na prevencao dessas lesdes — uma estratégia impor-
tante frente aos resultados insatisfatorios dos métodos
disponiveis de tratamento.

A matriz extracelular é o componente predominante
dos tenddes e ligamentos, com pequena contribuigdo
das células tendineas ou tendcitos. O principal compo-
nente dessa matriz é a agua (60 a 70%), sendo que 80%
da matéria seca sdo compostas por colageno, notada-
mente na forma de fibrilas colagenas Tipo I, dispostas
em um arranjo hierarquico de feixes ou fasciculos de
fibrilas primarias, secundarias e tercidrias. Outros tipos
de colageno participam da composi¢ao do tendao e es-
tao associados a fungdes especificas; um exemplo é o
colageno Tipo II (o coldgeno presente na cartilagem),
que se concentra nas regides onde o tendao passa so-
bre proeminéncias 6sseas e muda de diregao, sofrendo
compressao. Quando relaxadas, as fibras coldgenas apre-
sentam um padrao ondulado conhecido como “crimp”.
Este arranjo, combinado com a organiza¢ao helicoidal
das fibrilas colagenas primarias e possivelmente com a
ligagdo cruzada das proteinas nao coldgenas, confere
elasticidade ao tecido.
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Outros componentes da matriz extracelular que vém
recebendo atenc¢do nas pesquisas tendineas, devido aos
seus efeitos sobre a organizagdo das fibrilas coldgenas,
ao seu papel na remodela¢do da matriz extracelular e ao
seu potencial como “marcadores” de lesoes tendineas,
sao as proteinas nao colagenas, embora participem ape-
nas dos 20% de matéria seca. Uma dessas proteinas, a
Proteina Oligomérica da Matriz Cartilaginosa (COMP),
uma glicoproteina grande que se acreditava ser restrita
a cartilagem, ¢ encontrada em grandes quantidades (até
3%), na matéria seca do tendao jovem e ¢ a segunda pro-
teina mais abundante no TFDS, depois do colageno. Os
niveis de COMP tém relagdo com a fungdo tendinea,
sendo maiores nos tenddes de sustentacdo do que nos
tenddes posturais. A concentragio de COMP aumenta
na regido metacarpiana do TFDS durante o crescimento
e depois declina, embora se mantenha elevada nas regi-
oes de maior compressao tendinea. Sua fun¢io exata nao
é conhecida, mas acredita-se que tenha papel importante
nos eventos precoces relacionados a formagao das fibri-
las colagenas, com possivel influéncia sobre a “qualidade”
da matriz em formagao. Estudos recentes demonstraram
uma correlacido entre a forca mecénica e os niveis de
COMP em tenddes maduros, refor¢ando esta hipdtese.

O papel dos tendcitos nos tendoes e ligamentos equinos
ainda nao foi totalmente esclarecido. A morfologia das cé-
lulas examinadas a microscopia de luz muda com a idade,
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possivelmente refletindo o declinio da atividade metab¢-
lica no tenddao maduro. No tendao flexor digital adulto, a
maioria dos nucleos celulares é fusiforme, o que indica uma
menor atividade de sintese. Pesquisas recentes mostraram
que os tendcitos, inclusive os dos tenddes equinos, pos-
suem grande quantidade de extensdes citoplasmaticas que
interagem com as células vizinhas, formando um sincicio
de células intercomunicantes capazes de responder a um
estimulo como um tnico 6rgao. O desenvolvimento tendi-
neo fetal precoce parece derivar desse sincicio interativo de
células secretérias e pequenas fibrilas coldgenas em organi-
zagao, através de extensdes citoplasméticas especializadas
(“fibropositoras”). Apds o nascimento, as fibrilas colagenas
aumentam de tamanho devido ao acréscimo de moléculas
colagenas secretadas pelos tendcitos as pequenas fibrilas co-
lagenas paralelas — conceito este chamado de “semeadura e
nutri¢ao” (“seed and feed”) -, dando origem ao alinhamento
paralelo dos feixes de fibras coldgenas, caracteristico da es-
trutura tendinea.

O suprimento sanguineo dos tenocitos deriva de
fontes intratendineas e extratendineas. O tendao flexor
digital superficial possui um suprimento sanguineo in-
tratendineo proeminente, com minima contribuicdo dos
vasos paratendineos. Os tenddes também sdo irrigados
por vasos que penetram através de seus pontos de origem
e inser¢do. No interior de bainhas sinoviais, o suprimento
sanguineo extratendineo é fornecido por vasos sangui-
neos intermitentes, que tém acesso ao tendio através de
diversas insercdes em tecidos moles (mesotendio). A
nutri¢ao dos tendcitos ocorre por perfusio sanguinea e
difusdo de nutrientes a partir do liquido sinovial contido
nas bainhas tendineas. No equino, dado o tamanho dos
tenddes, acredita-se que a contribui¢do deste segundo
mecanismo seja minima. O suprimento sanguineo do
tendao flexor digital superficial equino é surpreendente-
mente alto, assemelhando-se ao do musculo esquelético
em repouso, segundo estudos realizados com clearance
radioativo. A resposta ao exercicio ¢ menos previsivel.
Enquanto alguns estudos mostram aumento minimo do
fluxo sanguineo, outros relatam aumentos da ordem de
quase trés vezes em relacdo ao tenddo em repouso, o que
pode refletir o efeito do treinamento ou pré-condicio-
namento. O suprimento sanguineo aumenta dramatica-
mente em ambos os membros apds a lesdo, indicando
que esta raramente afeta um unico membro, embora o
quadro possa parecer unilateral do ponto de vista clinico.

Patogénese da lesao por estiramento excessivo
As lesoes tendineas podem decorrer de fatores in-
trinsecos (estiramentos) ou extrinsecos (perfuragoes e

920 mvé:z

laceragdes), além de deslocamentos. As lesdes intrinsecas,
ou lesdes por estiramento, sdo mais frequentes e afetam
principalmente os tecidos moles palmares que dao susten-
tagdo a articulagdo metacarpofalangeana, notadamente o
tendéo flexor digital superficial (TFDS) e o ligamento sus-
pensorio (LS), embora também afetem o ligamento aces-
sério do tendao flexor digital profundo (LATFDP).

Aslesoes por estiramento excessivo decorrem da hipe-
rextensao repentina da articulagao metacarpofalangeana,
que ultrapassa a for¢a do tenddo. Entretanto, atualmente
se acredita que a forma mais comum de lesdo decorra de
uma fase precedente de degeneragio tendinea. Uma vez
que o TEDS trabalha muito perto de seu limite funcional,
perdas minimas de forca podem aumentar muito o risco
de tendinite clinica.

Em principio, todos os tenddes possuem composi¢ao
semelhante ao nascimento (o conceito de tenddao “sem
memoria’, imitando a situagdo da cartilagem). Entre-
tanto, a aplicagdo de carga subsequente e possivelmente
os fatores de crescimento agem sobre a matriz, deter-
minando o crescimento e as caracteristicas mecanicas
funcionais ideais. A anisotropia ocorre nas areas sob
compressdo, que desenvolvem matriz semelhante a da
cartilagem, e os dois tipos de tendao divergem quanto
a composicdo e propriedades mecénicas. A investigacao
dos efeitos da idade, da fungdo e do exercicio foi objeto
de diversos estudos experimentais envolvendo exercicios
e andlise tendinea post mortem. No tendao jovem e ima-
turo, a aplicagdo de carga parece estimular a produgéo de
matriz, efeito que se perde em grande parte apos a matu-
ridade esquelética. Em adultos, as propriedades mecéni-
cas nao diferem significantemente de acordo com a idade
ou o exercicio, embora haja grande variancia. O compri-
mento e o angulo da ondulagdo das fibrilas colagenas sao
reduzidos na por¢ao central com o exercicio e a idade,
que agem de forma sinergistica. Diferencas regionais de
diametro das fibrilas colagenas da matriz foram observa-
das em equinos mais velhos exercitados por longos peri-
odos, mas nao por curtos periodos ou em equinos mais
jovens. A maior proporcdo de fibrilas pequenas na re-
gido central do tenddo dos animais exercitados por lon-
gos periodos de tempo parece resultar da desagregacao
das fibrilas de didmetro maior, uma vez que ndo houve
correlagdo com a neoformacao de coldgeno. Além disso,
nesses animais foi observada uma perda de glicosamino-
glicanas e de COMP na regiao central do tendao, ponto
preferencial de ocorréncia das lesdes clinicas.

Com base nos resultados desses estudos, acredita-se
que a regido do 1/3 médio do TFDS se adapte ao exer-
cicio durante o desenvolvimento esquelético, perdendo
essa capacidade apos essa fase. Uma pesquisa recente



investigou a meia-vida de diferentes proteinas da matriz
tendinea e confirmou que a meia-vida do colageno, que
¢ a principal proteina estrutural do tendao, é de décadas,
enquanto a das proteinas ndo colagenas é de meses. Apds
a maturidade esquelética, o efeito sinergistico da idade e
do exercicio causa um acumulo inevitavel de microlesdes
(degeneracao), que nao podem ser adequadamente repa-
radas e predispdem a lesdo clinica. Os sinais de degene-
ragao subclinica sdo minimos e as alteragdes importantes
ocorrem em nivel molecular, sem desencadeamento de
processo inflamatorio ou reparativo (“inflamagdo mo-
lecular”). Corroborando essa hipétese, outros estudos
demonstraram a ocorréncia de atividade genética na
proteina da matriz na regiao metacarpiana de tendoes
de bovinos em fase de crescimento, mas nao em adultos.
Além disso, varios estudos epidemiologicos demonstra-
ram uma intima associacdo entre a incidéncia de lesdes
tendineas e a idade, tanto em atletas humanos como em
atletas equinos.

Uma das possiveis explicacdes para essa perda apa-
rente de adaptabilidade é a de que ela seja voltada ex-
clusivamente para as propriedades de mola. A adigdo
ou remo¢ao de matriz nio faria sentido, uma vez que
reduziria a eficiéncia da mola (por torna-la mais rigida
ou mais elastica). No contexto “normal” do equino en-
quanto animal de pastejo, o acimulo de microlesdes
decorrentes da idade e do exercicio ndo seria suficiente
para causar tendinite clinica. Entretanto, o uso do equino
em treinamentos de corrida e outras atividades atléticas
competitivas acelera esse processo, podendo enfraquecer
o tendéo a ponto de provocar a tendinite clinica quando
a aplicagdo normal (ou anormal) de carga ultrapassa a
capacidade de resisténcia do tenddo degenerado.

Mecanismos degenerativos relacionados a idade

Em nossos estudos, observamos altos niveis de fato-
res de crescimento, principalmente TGF-p, em tenddes
equinos jovens, com declinio apds a maturidade esquelé-
tica. Observamos também que células colhidas de TFDSs
velhos (mas, curiosamente, ndo do tenddo extensor di-
gital comum) apresentam reducao de aproximadamente
50% da sintese in vitro em resposta a aplicagdo de fatores
de crescimento exogenos e de carga mecanica, quando
comparadas com tendcitos de TEDSs jovens. Além disso,
ocorre uma reducio das jungdes comunicantes (“gap
junctions”) no TFDS adulto. Portanto, a resposta adap-
tativa do tenddo adulto parece decorrer de uma combi-
nacao de auséncia ou baixa disponibilidade de fatores de
crescimento, reduc¢do da comunicacéo celular e declinio
da capacidade de sintese.
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Os mecanismos que desencadeiam a degeneragao
nao sao bem conhecidos, podendo envolver a injuria de
reperfusdo e os efeitos da aplicacao ciclica de carga, que
pode afetar diretamente as células residentes, induzindo a
liberagdo de citocinas ou hipertermia. Tanto a liberagdo de
citocinas como a hipertermia podem modular a liberagao
de enzimas proteoliticas pelas células residentes, levando a
lesao da matriz. O esclarecimento dos mecanismos causa-
dores da degeneragdo em nivel molecular pode vir a per-
mitir o desenvolvimento de estratégias preventivas ou que
permitam reduzir a velocidade da degeneragao.

Inicio da doenca clinica

Fatores capazes de aumentar a carga maxima aplicada
sobre o TFDS, como o peso do cavaleiro, o tipo de super-
ficie e a velocidade do cavalo, aumentam tanto a veloci-
dade de degeneragao quanto o risco de tendinite clinica. A
lesao pode envolver desde o deslizamento irreversivel das
fibrilas até a ruptura completa do tendio, passando pela
ruptura isolada de fibras e pela ruptura do fasciculo. Em
casos de ruptura completa, apenas o paratendao costuma
ficar intacto, servindo de arcabougo para o reparo, que
requer um implante artificial. A falha do tendao desen-
cadeia uma resposta reparativa que resulta na formagao
de tecido cicatricial, que difere do tenddo “normal” em
termos de composi¢ao, organizagao e fungdo. No TFDS, a
formacio de tecido cicatricial é invariavelmente excessiva,
resultando em um tenddo mais rigido ap6s a conclusao do
processo de cicatrizagdo e predispondo a estrutura a novas
lesdes, por aumentar a tensdo nas areas adjacentes (“zonas
de transicao”).

Estratégias preventivas

A prevencdo das lesdes tendineas se reveste de grande
importancia, uma vez que a eficiéncia dos tratamentos
deixa a desejar. Com base nos mecanismos de cresci-
mento e degenera¢ao tendinea, podemos concentrar as
estratégias preventivas em quatro dreas:

Reducdo da degeneracido ap6s a maturidade esquelética

Estamos investigando os mecanismos idade-depen-
dentes que causam degeneragdo de tecidos moles e ¢
possivel que o seu esclarecimento venha a permitir o de-
senvolvimento de op¢des terapéuticas futuras, capazes de
influenciar o processo de envelhecimento. Atualmente,
a estratégia mais simples é a aplica¢ao de frio apos o
exercicio, embora faltem dados para embasar a eficién-
cia dessa técnica. No momento, o tinico aconselhamento
a ser feito é evitar protocolos de treinamento voltados
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apenas para o tenddo no equino adulto, uma vez que
isso ira apenas aumentar a velocidade de degeneragao,
que deve ser considerada uma consequéncia inevitavel
da atividade atlética. E possivel que algumas formas de
exercicio induzam mais degeneragiao do que outras, mas
no momento podemos apenas supor que os exercicios
que envolvem grandes aplica¢des de carga (em altas ve-
locidades, por exemplo) sejam os mais nocivos.

Reducio dos fatores de risco para a tendinite

A tendinite clinica é causada pela aplicagao repentina
de forgas que ultrapassam a for¢a do tendao (degenerado).
Isso pode ocorrer a qualquer momento, inclusive no pasto,
mas obviamente é mais comum quando o cavalo trabalha
proximo do limite maximo do tendéo. Essa situagao é veri-
ficada durante o exercicio em velocidade maxima, fazendo
do melhor cavalo o mais predisposto a lesdo tendinea. A
superficie de apoio (que afeta a velocidade do cavalo), a
fadiga (apds corridas longas ou em animais mal condicio-
nados, por exemplo), o salto, o ferrageamento e o peso sao
exemplos de fatores que podem aumentar a carga maxima
aplicada sobre o tendéo e, consequentemente, o risco de
lesdo. Alguns desses fatores sdo passiveis de corre¢ao, em-
bora outros sejam inerentes a corrida e nao possam ser
facilmente alterados.

Diagnéstico precoce

Aqui, ndo se trata exatamente de uma estratégia de
prevengao, uma vez que algum grau de lesdo tendinea ja
tera ocorrido. Entretanto, se a lesdo (ou degeneragao) for
detectada precocemente, podemos tentar impedir a pro-
gressdo para um quadro mais grave. A inspecao cuidadosa
¢ obviamente fundamental, embora seja pouco sensivel.

A ultrassonografia ¢ a principal técnica de imagem
empregada em tenddes, tendo contribuido muito para o
nosso conhecimento e capacidade de tratamento. A tec-
nologia ultrassonografica continua progredindo, com o
advento de novos aparelhos, dotados de melhor resolugio.
Entretanto, a técnica ainda é pouco sensivel na previsao de
lesdes e na determina¢do do momento ideal de retorno a
atividade plena nos estagios cronicos. De fato, um trabalho
recente desenvolvido por nossa equipe mostrou que, em
um grupo grande de cavalos do National Hunt (n=150),
examinados ultrassonograficamente a cada trés meses,
durante duas esta¢des, ndo foram detectadas alteragdes
de ecogenicidade ou area de secgdo transversal antes da
ocorréncia de lesoes, negando o valor da ultrassonogra-
fia como ferramenta de avaliacdo, exceto na detec¢io de
lesdes prévias, associadas ao maior risco de recorréncia.

Por esse motivo, estamos trabalhando no desenvolvi-
mento de um marcador sanguineo de lesao tendinea em
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equinos. A lesao causa a liberagdo de fragmentos protei-
cos tendineos, cujo reconhecimento através de ensaios
sanguineos pode vir a ser um teste pratico (coleta de uma
amostra sanguinea), capaz de fornecer informagoes uteis
em termos de diagnostico, tratamento e prognostico.

Maximizacdo da qualidade do tendao antes da maturi-
dade esquelética

A forga do tendao flexor digital superficial varia muito
entre diferentes animais e, uma vez que parte dessa varia-
¢ao pode ser de fundo genético, a melhora dessa caracte-
ristica poderia reduzir a incidéncia de lesoes tendineas.
Entretanto, embora o conceito seja simples, sua aplica¢ao
¢ bastante dificil.

Os tecidos esqueléticos se adaptam muito melhor
a aplicagdo de carga durante a fase de crescimento, en-
quanto sao imaturos. Isso se verifica nos ossos e muscu-
los e acredita-se que seja verdade também para o tendao.
Assim, o emprego de programas de exercicio cuidadosa-
mente elaborados, durante a fase de crescimento (0 a 2
anos de idade), poderia melhorar a “qualidade” do tendao,
minimizando os efeitos degenerativos induzidos pelo trei-
namento e pelas corridas apds a maturidade esquelética
(aproximadamente aos 2 anos, no cavalo). Tais progra-
mas de exercicio devem ser aplicados dentro da “janela
de oportunidade”, ou seja, no momento e na intensidade
certos. Tenddes em crescimento sao também mais suscep-
tiveis a lesdes e programas de “condicionamento” devem
ser capazes de induzir adaptagdo compativel com a ati-
vidade atlética futura, sem causar lesao. Estas perguntas
permanecem sem respostas, embora trés estudos tenham
investigado o efeito do exercicio sobre o tendao imaturo
(em crescimento). O primeiro, realizado na Universidade
de Utretch, na Holanda, envolveu trés protocolos diferen-
tes de exercicio (repouso em baia, repouso em baia com
sprint for¢ado e exercicio a pasto) aplicados em potros
de ragas leves (“warmbloods”), entre as 6 semanas e 0s 5
meses de idade; o segundo, realizado pela Japan Racing
Association, empregou quantidades crescentes de exerci-
cio em esteira em potros PSI, entre 6 semanas e 15 me-
ses de idade; e o terceiro (projeto Global Equine Research
Alliance [GERA]), ainda em andamento, envolveu potros
exercitados em pista, com ingresso subsequente dos potros
“condicionados” no treinamento e nas corridas. Nos dois
primeiros estudos, os potros exercitados foram compara-
dos com potros que receberam apenas exercicio ao pasto.

No primeiro estudo, os potros mantidos no pasto
apresentaram tenddes significantemente mais fortes aos
5 meses de idade do que os potros dos demais grupos,
em grande parte devido ao desenvolvimento de area de
sec¢ao transversal maior. O segundo estudo documentou



aumento significante da velocidade de aumento da area
de secgao transversal do tendao flexor digital superficial,
apos exercicio em esteira diario de curta duragéo (5 sprints
de 15 segundos) combinado com exercicio no pasto. No
que se refere a analise do tecido tendineo em si, no pri-
meiro estudo o exercicio a pasto resultou no aparecimento
mais rapido da populagdo de fibrilas colagenas maduras,
enquanto o repouso em baia e o repouso em baia combi-
nado com exercicio for¢ado atrasaram o estabelecimento
desse fenotipo “adulto”. Nos outros dois experimentos, o
exercicio adicional (além do exercicio realizado a pasto)
teve pouco efeito sobre o tamanho das fibrilas coldgenas e
sobre muitos dos componentes principais do tenddo. Os
resultados indicam que o exercicio a pasto é ideal para
o desenvolvimento tendineo, ou que o nivel de exercicio
adicional imposto aos potros néo foi suficiente.

As atividades ludicas que os potros realizam no pasto
certamente parecem ideais para a aplica¢ao controlada de
carga de alta intensidade sobre os tenddes flexores, que
acreditamos ser a mais adequada para a adaptacio tendi-
nea. Pode ser que existam “janelas de oportunidade” de
tempo e intensidade, além das quais as propriedades do
tendao nao possam ser melhoradas.

Até aqui, falamos apenas dos tenddes. E os demais te-
cidos esqueléticos, como respondem a esses protocolos
de exercicio? Nio sabemos, embora os diferentes tecidos
esqueléticos atinjam a maturidade em momentos diferen-
tes, indicando a existéncia de “janelas de oportunidade”
tecido-especificas. Acreditamos que os tenddes, os liga-
mentos e a cartilagem sejam mais responsivos no primeiro
ano de vida, enquanto o osso é mais responsivo durante
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a puberdade. O treinamento de animais adultos deve ser
voltado para os tecidos dotados de resposta continua,
como o tecido muscular e o tecido dsseo, e para os 6rgaos
essenciais para a forma fisica geral, como os dos sistemas
cardiovascular e respiratorio.

Agradecimentos

The Royal Veterinary College — Professor Allen Goo-
dship, Dr. Janet Patterson-Kane, Dr. Helen Birch, Dr.
Eddy Cauvin, Dr. Shelley Goodman, Dr. Jay Dudhia

The University of Utrecht — Dr. Worakij Cherdchu-
tham, Professor Ab Barneveld and Dr. Rene van Weeren

The Japan Racing Association (JRA) — Dr. Yoshinori
Kasashima

The Global Equine Research Alliance (GERA) - Pro-
fessor Elwyn Firth and Dr. Chris Rogers, Massey Univer-
sity, New Zealand

Professor Wayne Mcllwraith and Dr. Chris Kawcak,
Colorado State University, USA

Professor Ab Barneveld and Dr. Rene van Weeren,
Utrecht University

Professors Allen Goodship and Roger Smith, The
Royal Veterinary College, UK

FUNDING SOURCES: HBLB, Horse Trust, Japan Ra-
cing Association, BBSRC, Wellcome Trust

Referéncias

1. Smith, R. K. W. Pathophysiology of equine tendonitfotonis. In: Ross, M.; Dyson, S. J.
(Org.) Lameness in Horses. 2" edition, 2010. Chapter 68. p. 694-706.

mvés;z 93



X1l CONFERENCIA

Transferencia
de embrioes

em equinos:
recuperacao

o Continuada em Medicina Veterinaria e Zootecnia do CRMV-SP / Journal of

Continuing Education in Animal Science of CRMV-SP. Sdo Paulo: Conselho Regional de Medicina Veterindria, v. 9, n. 3 (2011), p. 94-98, 2011.

MCCUE, P. M. Transferéncia de Embriées em Equinos — Recuperagdo do Embrido / Revista de Educa

do embriao’

Introducao

A transferéncia de embrides é uma técnica
reprodutiva comum na medicina veterinaria e
tem a vantagem de permitir que éguas de alto
valor produzam mais de um potro por ano, que
éguas mais velhas doem embrides a receptoras
mais novas, que éguas subférteis doem embrides
a éguas em melhor condi¢do reprodutiva e que
éguas em atleta s doem embrides sem interrom-
per o treinamento. O primeiro potro obtido por
transferéncia de embrides nasceu em 1974. Du-
rante os 36 anos subsequentes, vimos o desen-
volvimento de equipamentos e técnicas voltados
para o maior sucesso da coleta de embrides. O
objetivo deste artigo é revisar as técnicas de re-
cuperagdo embriondria e fornecer dados sobre
0 seu sucesso em programas de transferéncia de
embrides.

Materiais e métodos

A recuperac¢do do embrido costuma ser tentada
7 ou 8 dias apds a ovulagdo (MCCUE et al., 2001;
SQUIRES et al., 2003) . A coleta de embrides me-
nores (< 300 um, por exemplo) para criopreserva-
¢ao requer lavagem no dia 6,5 ou no inicio do dia
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7 ap6s a ovulagdo. Emprega-se um cateter de silicone de 8,0
mm de didmetro com balonete inflavel para facilitar a lava-
gem transcervical e um filtro coletor para embrides de 75
um acoplado ao equipo de saida, podendo-se também regu-
lar manualmente o equipo na altura do filtro. Um conjunto
estéril de equipo em Y, com sistema de regulagdo do fluxo
de entrada e saida, ¢ empregado para conectar o cateter ao
frasco de fluido e ao filtro coletor.

A coleta do embrido pode ser feita usando-se um
meio de lavagem comercial “completo” contendo um
agente de tamponamento, antibiético e surfactante, ou
empregando-se simplesmente solugdo de Ringer com
lactato acrescida ou nao de soro de bezerro ou albumina
sérica bovina purificada (BSA) como agente surfactante,
para prevenir a aderéncia do embrido ao equipo, ao filtro
ou a placa.

O utero da égua doadora ¢ lavado de trés a quatro
vezes consecutivas com 1 litro de fluido preaquecido (30-
35 °C) ou a temperatura ambiente por vez. A quantidade
de fluido empregada em cada lavagem depende do ta-
manho do utero e/ou da paridade da égua e o objetivo
é provocar expansdo suficiente do limen uterino para
que o fluido chegue a todas as suas partes, incluindo a
area entre ou sob as pregas endometriais. O meio de la-
vagem reflui através do cateter por gravidade, passando
pelo filtro coletor, podendo-se massagear o utero por via

1 Palestra apresentada na XIl Conferéncia Anual da Associagdo Brasileira de Médicos Veterinarios de
Equideos (Abraveq), realizada em 11 e 12 de junho de 2011 no Royal Palm Plaza Resort, em Campinas (SP).
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retal durante o procedimento de infusdo e recuperagio
do meio. A recuperagdo do fluido de lavagem pode ser
monitorada empregando-se um frasco graduado para
mensurag¢ao do efluente e/ou o exame ultrassonografico
do utero ao final do procedimento.

A busca do embriao pode ser iniciada ap6s cada lava-
gem sucessiva ou apds a recuperagdo do volume final de
meio, despejando-se o contetdo do filtro em uma placa
e procedendo-se com o seu exame. Na auséncia de em-
brides, pode-se realizar nova infusdo de meio no utero e
medicar a égua com 20 unidades de ocitocina, pela via
intravenosa, a fim de estimular as contragdes uterinas. O
meio é mantido no ttero da égua por aproximadamente
3 minutos antes de permitir seu refluxo por gravidade,
estimulado pela massagem retal (HINRICHS et al., 1990;
MCCUE et al., 2003). No final do procedimento de lava-
gem do embrido, a égua doadora recebe prostaglandinas
para desencadear a lutedlise.

A taxa de recuperagdo de embrides é influenciada
por muitos fatores, como a idade e a fertilidade da égua
doadora, a qualidade do sémen do garanhio, o dia da
recuperagdo, o numero de ovulagdes e a experiéncia do
clinico (MCCUE et al., 2001; SQUIRES et al., 2003) , e
se correlaciona com a idade e a condi¢ao reprodutiva
da égua doadora. Observa-se um percentual maior de
recuperagdo de embrides em éguas com menos de 10
anos de idade do que em éguas com mais de 15 anos de
idade. A taxa de recuperacdo de embrides é aproxima-
damente 5 a 10% inferior a taxa esperada de prenhez
por ciclo.

DVM, PhD, Diplomate ACT
Laboratério de Reprodugdo Equina
Universidade do Colorado

Ft. Collins, CO 80523

Foi realizada uma analise retrospectiva do sucesso da
recuperagdo de embrides no programa da Universidade
do Colorado. Os embrides foram avaliados quanto a qua-
lidade, tamanho e estdgio de desenvolvimento, conforme
descrito anteriormente. As comparagdes das taxas de re-
cuperagdo e do tamanho dos embrides entre os grupos
foi feita através do programa SAS. Todos os valores foram
apresentados como média * e.p.m.

Resultados

Um total de 492 procedimentos de recuperagio reali-
zados em éguas de clientes na Universidade do Colorado
entre 2004 e 2008 foi revisado, incluindo-se apenas os
dados dos casos em que o manejo da égua doadora foi
realizado no local. Um total de 257 embrides foi coletado
e, em um pequeno nimero de casos, nao havia registro
do escore de qualidade do embrido ou do seu estagio de
desenvolvimento. A idade exata do embrido em relagdo
ao dia da coleta ndo era conhecida nos casos de ovula-
¢des duplas assincronicas com coleta de Ginico embrido.

De uma forma geral, o nimero médio de ovulagdes
por ciclo e o nimero de embrides recuperados por lava-
gem foi de 1,18 + 0,02 e 0,52 * 0,03, respectivamente. As
taxas de recuperagdo por lavagem e por ovulagao ficaram
em 48,1% e 45,2%, respectivamente. A maioria dos embri-
oes (97,6%) recuperados apresentou qualidade excelente
(Grau 1) ou boa (Grau 2) (Tabela 1). O tamanho médio
(didmetro externo) do embrido praticamente dobrou em
cada dia consecutivo de coleta (Tabela 2). Os percentuais
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“ COMENTARIO N° DE EMBRIOES PERCENTUAL (%)

1 Excelente

2 Bom

3 Ruim

4 Degenerado ou Morto

198 789 %
47 18,7 %
6 24 %
0 0 %

TABELA 1 - Qualidade (grau) de 251 embrides coletados de éguas doadoras

183
8 35

191,8 £ 13,2 150-325
354,0+ 13,9 150-900
6239+729 150-2500

TABELA 2 - Didmetro (um) de 238 embrides em relacdo ao dia da coleta

ESTAGIO N° DE EMBRIOES PERCENTUAL (%) MEDIA = D.P. (pMW) FAIXA (pM)

Mbrula 12,2 156,7 + 3,0 125-200
Blastocisto inicial 66 259 188,56 +3,9 150-225
Blastocisto 44 17,3 2959 +6,3 200-400
Blastocisto Expandido 115 451 598,0 +22,5 250-2500

TABELA 3 - Estagio de Desenvolvimento embrionério de 256 embrides coletados de éguas doadoras

de embrides em varios estagios de desenvolvimento (moé-
rula, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expan-
dido) estao dispostos na Tabela 3.

A idade da égua doadora influenciou a taxa de recu-
peracgio, obtendo-se a recuperacio de um ou mais em-
brides em 144 de 252 lavagens (57,1%) realizadas em éguas
com idade < a 15 anos e em 93 de 236 lavagens (39,4%)
realizadas em éguas com mais de 15 anos de idade. Os
embrides recuperados de éguas de idade < a 5 anos ten-
deram (p<o,1) a ser maiores em um determinado dia de
coleta do que os embrides coletados de éguas de mais de
5 anos de idade. Nao houve diferengas de tamanho entre
os embrides coletados de éguas com idade < a 15 anos e
de éguas com mais de 15 anos de idade.

Eguas inseminadas com sémen fresco ou refrigerado
produziram um ou mais embrides em 51,9% (27/52) € 51,6%
(182/353) dos ciclos, respectivamente. Em contrapartida,
éguas inseminadas com sémen congelado geraram um ou
mais embrides em 33,3% (26/78) dos ciclos. O didmetro dos
embrides recuperados no dia 7 (n = 144), de éguas insemi-
nadas com sémen refrigerado (401,9 + 19,6 um), foi maior
(p<0,05) do que o dos embrides recuperados no mesmo dia,
de éguas (n = 11) inseminadas com sémen congelado (258,2
* 33,3 um) (Figura1). Os embrides (n = 24) coletados no dia
8, de éguas inseminadas com sémen refrigerado, tenderam
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(p = 0,0553) a ser maiores (716,9 + 104,9 pm) do que os em-
brides (n = 10) coletados no mesmo dia, de éguas insemina-
das com sémen congelado (383,5 + 54,9 pm).

Um ou mais embrides foram recuperados em 43 de 72
ciclos (59,7%) com ovulagdes duplas espontineas e em 190
de 406 ciclos (46,8%) com ovulagdes unicas (p<0,05). A
taxa de recuperagdo de embrides por ovulagao foi de 46,8%
nos ciclos com ovulagdes unicas e de 41,1% nos ciclos com
ovulagdes duplas. O niimero de embrides recuperados de
34 éguas com ovulagdes duplas unilaterais (0,9 + 0,8 em-
brides por lavagem) nao diferiu significantemente (p>0,05)
do niimero de embrides recuperados de 34 éguas com ovu-
lagdes duplas bilaterais (0,8 + 0,8 embrides por lavagem).

Eguas que apresentaram quantidades minimas ou au-
séncia de fluido no utero apds a cobertura produziram um
embrido em 158 de 307 lavagens (51,5%), enquanto éguas
que apresentaram acumulo discreto a moderado de fluido
apos a cobertura geraram um embrido em 78 de 176 ciclos
(44,3%) (p = 0,1016). O tratamento das éguas nesta tltima
categoria foi feito com uma combinagio de lavagem ute-
rina e agentes ecbolicos (ocitocina ou prostaglandinas).

A qualidade, ou as caracteristicas, do meio recupe-
rado mostrou relagdo com o sucesso da recuperacio de
embrides. Eguas com quantidades minimas de debris no
efluente uterino produziram um embrido em 235 de 462



lavagens (50,9%), contra apenas 2 embrides recuperados
em 21 lavagens (9,5%) com saida de fluido turvo ou con-
tendo quantidades anormais de debris (p<o,001).

Em 31 ocasides, a égua doadora foi submetida a nova
lavagem apos a falha na recuperagdo do embrido, com
resultados positivos em 3 destas 31 tentativas (9,7%). Na
maioria das lavagens repetidas, notou-se um aumento da
turbidez ou da quantidade de debris no meio recuperado.

Em geral, as éguas foram lavadas mais de uma vez por
estacdo e o percentual de tentativas de recuperacdo com
obtenc¢do de um ou mais embrides tendeu (p = 0,1009)
a ser mais elevado nas éguas lavadas de 1 a 4 vezes por
estagdo (217/439; 49,4 %) do que nas éguas lavadas 5 ou
mais vezes (20/53; 377 %) (Tabela 4).

A presenca de um ovdcito nao fertilizado (UFO) no
meio recuperado foi registrada em 3 de 495 procedimen-
tos de lavagem, com recuperagdo de um embrido junto
com o UFO em 1 deles. E possivel que, em alguns casos, a
recuperagdo de um UFO ndo tenha sido registrada.

Discussao

A maioria dos embrides equinos coletados apresenta
qualidade boa a excelente devido ao transporte seletivo de
embrides viaveis através do oviduto, que é facilitado pela se-
cregao de prostaglandina E, (PGE)) pelo embrido (WEBER
et al.,, 1991). Embrides de ma qualidade, embrides mortos e
ovdcitos nao fertilizados tendem a ficar retidos no oviduto.

A idade e a condigdo reprodutiva da égua doadora
tém influéncia significante sobre o sucesso da recupera-
¢do de embrides. As taxas de coleta de embrides foram
mais altas em éguas de menos de 15 anos de idade, em
éguas que nao apresentaram acumulo de fluido no ttero
apos a inseminagéo e nos ciclos com pequena quantidade
ou auséncia de debris no lavado uterino. Esperavamos
encontrar uma relagdo entre a idade da égua e o tamanho
do embrido, com embrides menores nas éguas mais ve-
lhas, mas nao houve diferencas significantes no diametro
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dos embrides coletados no dia 7 ou 8, de éguas de idade
superior ou inferior a 15 anos.

O tipo de sémen utilizado influenciou a taxa de recu-
peragdo de embrides e o didmetro médio dos embrides
coletados em um determinado dia. Eguas inseminadas
com sémen congelado apresentaram taxas de recupera-
¢do mais baixas e geraram embrides menores em cada dia
de coleta do que éguas inseminadas com sémen fresco
ou resfriado. Acredita-se que isso possa ser devido a um
atraso na fertiliza¢cdo ou no desenvolvimento embriona-
rio precoce associado ao uso do sémen congelado.

Em geral, observa-se uma associagao entre o aumento
da taxa de ovula¢do e o aumento da taxa de recupera-
¢do de embrides (SQUIRES et al., 1987; LOSINNO et al.,
2000), 0 que se comprovou em nossos resultados. Neste
estudo, ndo houve diferencas nas taxas de recuperagdo
de éguas com ovulagdes duplas unilaterais ou bilaterais,
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Dia do Procedimento de Recuperacdao do Embrido

Diametro do Embrido (pm)

B Refrigerado Congelado

Figura 1 - Didmetro médio dos embrides coletados no dia 7 ou 8 apés a
ovulagdo, de éguas inseminadas com sémen refrigerado ou congelado.

N° TOTAL DE LAVAGEN
N° DE LAVAGENS POR ANO o GENS N° TOTAL DE CICLOS % DE LAVAGENS POSITIVAS
POSITIVAS
83

1 174 47,7
2 64 132 48,5
3 47 89 52,8
4 23 44 52,3
5 9 24 375
6 13 30,8
>7 7 16 43,8

TABELA 4 - Relagdo entre o nimero de tentativas de recuperagdo de embrides por

ano e o percentual de lavagens com recuperagdo de um ou mais embrides
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discordando de um estudo grande realizado na Argen-
tina, em que as taxas de recupera¢ido de embrides foram
maiores nas éguas com ovulagdes duplas bilaterais do
que nas com ovulagdes duplas unilaterais (RIERA, 2006).

A possibilidade de existéncia de um embrido no ttero
apos uma tentativa negativa de lavagem deve ser consi-
derada. Betteridge e colaboradores (BETTERIDGE et al.,
1985) relataram a ocorréncia de prenhez em 4 éguas das
quais nenhum embrido havia sido recuperado em lavados
uterinos realizados entre os dias 6,5 e 9,5 apds a ovulagio.
McKinnon e colaboradores (MCKINNON et al., 1988)
também diagnosticaram prenhez positiva em 9 de 27
éguas, apos a falha na tentativa de recuperagdo de embri-
des 6,5 dias apos a ovulagio. Por este motivo, recomenda-
se a administracdo de prostaglandinas ap6s a conclusdo do
procedimento de recuperagio do embrido, a fim de provo-
car a regressao do corpo luteo, permitindo que a égua re-
torne ao cio e garantindo que ela ndo mantenha a prenhez
caso o0 embrido ndo tenha sido recuperado.

Em nossa clinica, quando o embrido néo é recuperado
apos uma série inicial de lavagens uterinas, uma lavagem
adicional é imediatamente realizada, e a instituiciao dessa
“lavagem extra” aumentou muito nossa taxa geral de recu-
peracdo de embrides (MCCUE et al., 2003). Nao sabemos
se a recuperagao do embrido durante a “lavagem extra” se
deve a ocitocina administrada, aos 3 minutos de dilatagdo
uterina com meio de lavagem ou simplesmente a repeticao
da infusdo e recuperacgdo de fluido. Em nosso programa,
ndo costumamos repetir a lavagem no dia seguinte a uma
tentativa negativa de recuperagdo, embora tenhamos rea-
lizado tal procedimento intimeras vezes ao longo dos anos,
em um esfor¢o final desesperado de recuperar o embriio.
Curiosamente, obtivemos resultados positivos em 9,7%
dessas tentativas e observamos que o meio recuperado
costuma ser levemente turvo ou conter debris celulares.

O percentual de lavagens positivas foi maior durante
as 4 primeiras lavagens da estagao reprodutiva do que nas
tentativas subsequentes, o que pode ser devido ao fato de
algumas éguas no nosso programa serem consideradas
subférteis, requerendo mais de um ciclo para que um em-
brido possa ser recuperado. Entretanto, isso também pode
refletir alteracdes da condigdo do utero apos multiplos
ciclos de inseminacédo e lavagem, conforme dados de um
estudo prévio, em que éguas submetidas a ciclos repetidos
de inseminagdo e coleta de embrides apresentam alteragdes
inflamatodrias uterinas cronicas (CARNEVALE et al., 2005).

Ovocitos nao fertilizados (UFOs) costumam ficar
retidos no oviduto, préoximo a jun¢ao ampulo-istmica
(WEBER et al., 1991; BETTERIDGE , 1989; STEFFE-
NHAGEN, 1972). Em geral, a recuperagdo de um UFO
s6 ocorre quando esse é transportado através da jungao
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utero-tubdrica junto com um embrido viavel. Nos casos
em que um UFO ¢ recuperado isoladamente, recomenda-
se a realizacdo de uma lavagem adicional, na esperanca
de recuperar o embrido (MCCUE et al., 2009).

Em sintese, as taxas de coleta de embrides foram mais
altas em éguas mais jovens e em éguas que nao acumulam
fluido no utero apds a insemina¢do. O aumento da taxa
de ovulacio foi associado a um aumento da recuperagio
de embrides, sem influéncia do local de ocorréncia das
ovulagdes multiplas (unilaterais ou bilaterais). Lavagens
adicionais realizadas imediatamente ap6s uma tentativa
negativa de recuperagdo, ou no dia seguinte, levaram a
recuperagdo de embrides.
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