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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 identificagao 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 detec¢do de C. estertheticum nas amostras de carne.
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Diagnéstico, caracterizacao molecular e estudos da
patogenia de agentes infecciosos de importancia
econdmica para a suinocultura brasileira*

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

Ciacci-Zanella, J. R."; Schaefer, R."; Klein, C. S."; Silva, V.S."; Caron, L.";
Piovezan, U.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-
tinagdo) e RT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase e transcriptase reversa)
ou nested-PCR e, posteriormente, por imunohistoquimica e isolamento viral.
Técnicas de PCR em tempo real foram implantadas para o VIS, para o virus de
influenza pandémico (pH1N1), para o PRRSV e para o circovirus suino tipo 2
(PCV2). Para caracterizagdo desses agentes, como os virus de influenza e Mh,
o sequenciamento do genoma foi realizado. Os resultados deste estudo indi-
caram que para um diagnostico seguro ¢ necessario um processo ou conjunto
de anélises que complementem o diagnodstico laboratorial. A disponibilizagdo
dessas andlises em laboratdrios parceiros vai incrementar a vigilincia sanitéria,
favorecendo uma maior competitividade da suinocultura brasileira frente a
desafios sanitarios atuais e potenciais.
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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.
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Técnicas de reprodugao assistida melhoram a qualidade e produtividade de
rebanhos no mundo todo e tém sido cada vez mais utilizadas. Pesquisas anali-
sando qualidade sanitaria dos rebanhos, condi¢des de odcitos e embrides pro-
duzidos in vitro e in vivo sdo realizadas mundialmente devido a contaminagoes
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-
des com tripsina e antibidticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a efica-
cia do tratamento com tripsina na eliminagao e/ou remogao do Herpersvirus
Bovino tipo 1 (BoHV-1), estirpe Colorado, em embrides murinos. A detecgéo
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. Apos 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 ultimas gotas dos grupos foram separados para o teste
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de n-PCR e inoculados em células MDBK para observagao de efeito citopatico.
Todos os grupos, com excegdo 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 eliminagéo e/ou remogao do
BoHV-1. A necessidade de estudos dessa natureza é de fundamental importéan-
cia ao considerarmos o potencial risco da transmissao de patdgenos emergen-
tes e pouco controlados pelas biotécnicas da reprodugao, visando, dessa forma,

ao controle e a produgido de embrides sadios.
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Colony collapse disorder in Africanized honey bees Apis mellifera L.
(Hymenoptera, Apidae) in Brazil
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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
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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 diagnosticos, 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 & produgao. 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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