Inativacao do Mycobacterium Bovis (espoligotipo sb1141)
em creme de leite submetido a alguns parametros
comerciais de pasteurizacido

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, nio hd pardmetro 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 vérios 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).
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Protocolo para estudos de sobrevivéncia do
Mycobacterium Bovis em queijo parmesiao

Protocol for study of Mycobacterium bovis surviving in parmesan
cheese
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Alegislagio brasileira exige o uso de leite pasteurizado na fabricagio de quei-
jos, exceto se o produto tiver um periodo de cura superior a 60 dias. Porém, ndo
hé comprovagio cientifica sélida de que o processo de maturagiao 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 autoctones que circulam no Pais, inclusive
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outros patégenos. 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 antibiético 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.
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Development and validation of a new method for production of
malein for the diagnosis of glanders
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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 erradicagdo 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 exdticas de B.
mallei a partir de uma adaptagao da técnica utilizada para produgao 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 autdgenas de B. mallei. A purificagiao do reagente visou a
separaragao das fragoes proteicas de peso molecular acima de 350.000 Da, consi-
deradas mais imunorreativas. Foi utilizado um concentrado proteico produzido
pela precipitagao do sobrenadante de culturas de B. mallei pela adicao de 4acido
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 fragao 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-
¢ao das reagdes produzidas nos animais sensibilizados e nos controles negativos.
As reacdes foram medidas pela diferenca das leituras da dobra da pele, em milime-
tros, em cada ponto de inoculagio, antes e 48 horas apds a inoculagdo. As médias
das reagoes produzidas pelas maleinas experimentais e pela maleina-padrao nos
animais sensibilizados foram 6,82 mm e 3,15 mm, respectivamente. No grupo con-
trole, a média das reages 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 sdo mais potentes que a maleina-padrio e

nao produzem reagdes inespecificas.
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Utilizacdo de inteligéncia artificial (redes neurais

de inteligéncia artificial) para a classificacdo de
patogenicidade de amostras de Escherichia Coli isoladas de
frangos de corte

Use of artificial intelligence (artificial neural networks) to classify the
pathogenicity of Escherichia coli isolates from broilers
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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 diferenciagio de
cepas virulentas e avirulentas continua sendo um problema no diagndstico e,
por consequéncia, na tomada de decisdo 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 presenca dos antigenos capsulares K1 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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Técnicas de identificacdo do Circovirus tipo 2 em suinos
provenientes de granjas e matadouros do Estado de Sao
Paulo, Brasil

Techniques for the identification of Circovirus type 2 in swine from pig
farms and slaughterhouse of the state of Sdo Paulo, Brazil
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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 nio a achados patolégicos. 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¢do do PCV-2, em amostras teciduais, foram utilizadas
as técnicas histopatoldgica, de contrastagdo negativa, de imunohistoquimica,
de imunocitoquimica eletronica (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
linfocitaria) (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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