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Resumo

Esta publicacdo tem por objetivo descrever a histéria, a composicdo da Cole¢do de trabalho de Microrganismos
Patogénicos a Caprinos e Ovinos, e de que forma ela tem conservado, caracterizado, documentado e utilizado seus
isolados. A colecio foi criada em 2012 e atualmente é composta por 141 cepas bacterianas e seis cepas virais, pertencentes
as espécies Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus e ao género Lentivirus. Esses isolados sdo
utilizados para producio de antigenos para imunodiagndsticos, em diagndsticos moleculares e na avaliacdo de resisténcia
a antimicrobianos e acdo de anti-sépticos e antimicrobianos. Participa de projetos das colecdes institucionais e de gestao
da qualidade.
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Abstract

(Collection of Goat and Sheep Pathogenic Microorganisms - CMPCO) The purpose of this publication is to describe
the history, composition of the Work Collection of Goat and Sheep Pathogenic Microorganisms, and how it has conserved,
characterized, documented and used their isolates. The collection was created in 2012 and currently consists of 141
bacterial strains and six viral strains, belonging to the species Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus
aureus and the genus Lentivirus. These isolates are used for antigen production for immunodiagnostics, molecular
diagnostics, and evaluation of the antimicrobial resistance and the action of antiseptic and antimicrobials. Participates in
projects of institutional collections and quality management.
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HISTORIA DO BANCO

A Colecdo de Trabalho de Microrganismos Patogénicos a Caprinos e Ovinos (CMPCO) surgiu em 2012, a partir
da sua insercdo no projeto “Modelo Corporativo de Gestdo para as Colecdes de Micro-organismos da Embrapa —
GESTCOL”. Esse projeto foi uma iniciativa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para implementar um tinico
modelo de gestdo dos Centros de Recursos Biologicos, Colecdes Institucionais e Colegcdes de Trabalho da empresa,
baseado em experiéncias e normais nacionais e internacionais. Desde entdo a CMPCO, pertencente a Embrapa Caprinos
e Ovinos, tem incorporado ao seu acervo cepas selvagens e de referéncia de virus e bactérias patogénicos isolados de
caprinos e ovinos. Atualmente participa dos projetos da Embrapa: Colecdes Institucionais de Microrganismos e Gestdo
da qualidade QUALIMICRO. Até o momento foram responsaveis pela colecdo os curadores Raymundo Rizaldo Pinheiro
e Patricia Yoshida Faccioli Martins.

COLECOES QUE COMPOE O BANCO

A colecdo é composta por 141 cepas bacterianas (123 isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis — casos de
linfadenite caseosa, e 12 Staphylococcus aureus — casos de mastite subclinica caprina) e seis cepas virais (quatro amostras
de Lentivirus caprino e duas cepas padrdo - CAEV Cork e MVV K1514). Esses isolados foram obtidos de pequenos
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ruminantes acometidos pelas enfermidades (Figura 1), provenientes de estudos epidemiolégicos realizados em rebanhos
comerciais (Sdo Paulo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco) e em trabalhos realizados nos rebanhos da Embrapa Caprinos
e Ovinos (Ceara).

Figura 1. Isolamento de Corynebacterium pseudotuberculosis em dgar sangue.
Autor: Patricia Yoshida.

METODOS DE CONSERVACAO

Desde 2016 os isolados bacterianos vém sendo introduzidos a coleg@o e conservados de acordo com os Requisitos
de Qualidade do Modelo Corporativo de Gestdo das Cole¢des. Sdo preparadas cinco subamostras (repeticdes) de longo
termo (a -80°C, em ultrafreezer) e duas subamostras (a -20°C, em freezer), em criotubos contendo 1 mL de cultura de 24
horas em caldo cérebro-coracio e 20% de glicerol. O caldo cérebro-coragdo para crescimento de C. pseudotuberculosis
foi suplementado com 0,1% de Tween 80®. Os virus também séo mantidos da mesma forma em meio MEM. O teste de
viabilidade das cepas bacterianas conservadas em ultrafreezer € realizado bianualmente, pela reativacdo de 10% dos
acessos do ano em placas de dgar sangue. Das cepas virais o teste de viabilidade € realizado a cada trés anos de uma
aliquota mantida no -80°C, e co-cultivada em membrana nictitante.

CARACTERIZACAO E DOCUMENTACAO

As bactérias foram caracterizadas por testes bioquimicos — fermentacio acticares, teste da urease, redugdo do nitrato
(MARKEY et al., 2013).

Com relacdo aos lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) foi realizada a caracterizagdo molecular de amostras
isoladas (Figura 2) de caprinos do Nordeste (FEITOSA et al., 2010). Caracterizou-se, também, baseado no
sequenciamento completo dos genes gag e pol, duas amostras de LVPR circulantes no Brasil (AZEVEDO et al., 2019).
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Figura 2. Efeito citopatico (sincicios) da infeccdo pelo LVPR. Autor: Raymundo Rizaldo Pinheiro.
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A confirmacao das cepas de S. aureus pelas técnicas de PCR (Figura 3) e Real-Time PCR foi possivel pelo projeto
intitulado “Avaliagdo celular e molecular aplicada ao estudo da mastite caprina” (MONTEIRO e SOUZA, 2015).

Os isolados estdo sendo registrados nos cadernos dos laboratérios e, apds identificagcdo em nivel de género, s@o
cadastrados no sistema AleloMicro (Acesso em http://alelomicro.cenargen.embrapa.br).

ATCC ATCC ATCC

Figura 3. Exemplo de um resultado da amplificacdo do fragmento de 108 bp especifico para S. aureus (amostras 1 e
31). Eletroforese em gel de agarose 1.5% corado com brometo de etidio. M: marcador molecular em escala de 100 pb,
C+: ATCC 25923, C-: controle negativo. Autor: Jomar Patricio Monteiro

USO E POTENCIAL INOVACAO

Os isolados bacterianos e virais sdo utilizados como referéncia para o diagndstico molecular (PCR), na producio
de antigenos para imunodiagndstico - Western Blot (WB), Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA), Imunoabsor¢io
Enzimética (ELISA) de Lentivirus de pequenos ruminantes e ELISA de C. pseudotuberculosis, e na avaliacdo de
resisténcia a antimicrobianos (S. aureus e C. pseudotuberculosis) e ag¢do in vitro de anti-sépticos e antimicrobianos (C.
pseudotuberculosis).

O ELISA, utilizando antigeno de isolados de C. pseudotuberculosis da colecdo, tem possibilitado a realizacdo de
inquéritos soroepidemioldgicos de amostras de rebanhos de caprinos e ovinos provenientes dos estados de Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (ALVES et al., 2018; FARIAS, et al., 2018; FARIAS et al., 2019).

Os isolados de C. pseudotuberculosis tem sido utilizados também na padronizacdo da infeccdo in vitro de
macréfagos para a avaliacdo da eficdcia de nanoparticulas de cloxacilina e de outros antimicrobianos no tratamento da
linfadenite caseosa em ovinos e caprinos (ALBUQUERQUE et al., 2017; FACCIOLI-MARTINS et al., 2018).

Os isolados de S. aureus obtidos de leite de cabras com mastite subclinica, de diferentes rebanhos do Nordeste e
Sudeste, estdo sendo submetidos ao perfil de resisténcia antimicrobiana in vitro (Figura 4), com o intuito de recomendar
a droga ideal e especifica para cada caso e rebanho acometido (MENEZES et al., 2019; SOUZA et al., 2017; PINTO et
al., 2017). Pretende-se em projetos futuros utilizar os isolados de S.
aureus, para avaliar a acdo de extratos vegetais, seus bioativos e
formulacdes, bem como aprimorar a prevencao e o controle da mastite
caprina por meio do teste de eficdcia de um tratamento antimicrobiano.

Figura 4. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (Polisensidisc DME
Gram Positivo) de uma amostra de Staphylococcus aureus pela técnica de
A v ¢ difusdo em disco, incubado a 37° C por 24 horas. Autor: Alex Miranda de
Araujo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS / PARCERIAS
A CMPCO tem parceria e vinculo com a Colecao Institucional de Microrganismos de Interesse da Agroindustria e
Pecudria (CMIAP) para envio e armazenamento do backup dos seus isolados bacterianos.
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