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RESUMO

O objetivo do trabalho foi determinar a frequéncia de anticorpos e os fatores de
risco para brucelose, leptospirose, toxoplasmose e neosporose em bufalos do Estado da
Paraiba. Foram utilizados 136 bifalos oriundos de 14 propriedades. Para o diagndstico
da brucelose empregou-se como teste de triagem o Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT) e o teste do 2-mercaptoetanol (2-ME) como prova confirmatéria. Para
leptospirose foi realizado o teste de soroaglutinacdo microscépica (SAM) com ponto de
corte 1:100. Para a deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora
caninum foi empregada a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) com ponto de
corte 1:64 para toxoplasmose e 1:200 para neosporose. As frequéncias de animais
soropositivos para leptospirose, brucelose, toxoplasmose e neosporose foram de 27,9%,
1,5%, 12,5% e 19,1%, respectivamente, enquanto que as frequéncias de propriedades
positivas foram de 64,3%, 14,3%, 71,4% e 71,4%, respectivamente. Nao foram
identificados fatores de risco para leptospirose e brucelose, no entanto, criacdo semi-
intensiva (odds ratio = 2,99; IC 95% = 0,99 - 8,98) e presenca de suinos (odds ratio=
4,33; IC 95% = 1,34 — 13,98) foram identificados como fatores de risco para
toxoplasmose e neosporose, respectivamente. Uma vez que a brucelose é alvo de
controle oficial em bovinos no Brasil, a presenca de bifalos positivos indica a
possibilidade de impacto negativo nas acdes de controle da doenga em bovinos, e dessa
forma recomenda-se que maior atencdo seja dada a esses animais do ponto de vista do
controle da brucelose. Com relac@o a leptospirose, sugere-se que a criacdo consorciada
com equinos € suinos pode ser um fator importante na ocorréncia de animais positivos.
Baseado nas andlises de fatores de risco sugere-se a necessidade de mais estudos acerca
da importancia de 7. gondii € N. caninum em bufalos e em suinos, bem como da

influéncia do tipo de criag@o na ocorréncia de animais soropositivos.

PALAVRAS-CHAVE: Brucelose, Leptospirose, Toxoplasmose, Neosporose, Bufalo,
Nordeste do Brasil.



ABSTRACT

The aim of this work was to determine the frequency of antibodies and the risk
factors for brucellosis, leptospirosis, toxoplasmosis and neosporosis in buffaloes of
Paraiba State. One hundred thirty-six buffaloes from 14 herds were used. For the
diagnosis of brucellosis the Buffered Acidified Plate Antigen (BAPA) test was applied
as screening test and the 2-mercaptoethanol (2-ME) test as confirmatory test. For
leptospirosis the microscopic agglutination test (MAT) was performed with the dilution
1:100 as cutoff-point. For the detection of anti-7. gondii and anti-N. caninum antibodies
the indirect fluorescent antibody test (IFAT) was used. The frequency of seropositive
animals for leptospirosis, brucellosis, toxoplasmosis and neosporosis were 27.9%, 1.5%,
12.5% and 19.1%, respectively, while the frequencies of positive properties were
64.3%, 14.3%, 71.4% and 71.4%, respectively. There were no risk factors for
leptospirosis and brucellosis, however, semi-intensive farming (odds ratio = 2.99, 95%
CI = 0.99 to 8.98) and presence of pigs (odds ratio = 4.33; 95% CI = 1.34 to 13.98)
were identified as risk factors for toxoplasmosis and neosporosis, respectively. Since
brucellosis is subject to official control in cattle in Brazil, the presence of positive
buffaloes indicates the possibility of negative impact on efforts to control the disease in
cattle, and thus it is recommended that more attention be given to these animals in the
control of brucellosis. Related to leptospirosis, it is suggested that the raising with
horses and pigs may be an important factor in the occurrence of positive animals. Based
on the analysis of risk factors it is suggest the need for further works on the importance
of T. gondii and N. caninum in water buffaloes and pigs as well as the influence of the

type of farming in the occurrence of seropositive animals.

KEY WORDS: Brucellosis, Leptospirosis, Toxoplasmosis, Neosporosis, Buffalo,

Northeastern Brazil.
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INTRODUCAO GERAL

Reconhecido pela sua rusticidade, tolerancia e resisténcia a doencas infecciosas
e parasitdrias, os bufalos sdo mais adaptados que os bovinos a condi¢des ambientais
adversas (TONHATI et al., 2011).Devido ao conhecimento limitado, leva-se a crer que
as praticas de manejo desses animais sdo iguais as dos bovinos, todavia, solugdes
empregadas para sistemas de bovinocultura podem ndo surtir o mesmo efeito na
producdo de bubalinos (LEITE e BASTIANETTO, 2009).

O mercado consumidor dos produtos cdrneos e lacteos oriundos de bubalinos
vem aumentando a cada ano sendo necessdrio um incremento na producdo (JORGE,
2004). Como consequéncia do acréscimo produtivo proveniente da introdu¢ao de novos
animais no rebanho, do aumento da populacdo e da aglomeracdo de animais, o
surgimento de doencas infecciosas € inevitdvel, que por sua vez trazem uma serie de
prejuizos econdmicos aos produtores rurais (LEITE e BASTIANETTO, 2009).

Os bubalinos sdo susceptiveis a varias doencas infecciosas semelhantes aos
bovinos, existindo assim uma necessidade de investigacdo epidemioldgica sobre essas
doencas, dentre as quais podemos destacar aquelas que afetam o sistema reprodutivo,
como brucelose, leptospirose (GALIERO, 2007). Pouco se sabe sobre as implicacdes da
toxoplasmose e da neosporose na esfera reprodutiva de bufalos, contudo, N. caninum ja
foi isolado de fetos, indicando que este agente pode ser causador de abortamentos nesta
espécie (CHRYSSAFIDIS et al. 2011).

A presente dissertacdo € composta por dois capitulos. O primeiro capitulo é
composto por um artigo cujo objetivo foi determinar a frequéncia de anticorpos e 0s
fatores de risco para brucelose e leptospirose em bufalos na Paraiba, e foi submetido a
revista Pesquisa Veterindria Brasileira. O segundo capitulo é composto por artigo que
teve como objetivos determinar a frequéncia de anticorpos e os fatores de risco
associados a ocorréncia de toxoplasmose e de neosporose em bufalos da Paraiba, e foi

submetido ao periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia.
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Brucelose e leptospirose em biifalos da Paraiba: ocorréncia de anticorpos e fatores

de risco’

Arthur W. L. Brasilz, Roberta N. Parentoniz, Diego F. Costa’ ,CarlaL. R. M. Pimentaz,
Rafael P. Araﬁjoz, Antbnio B. G. Lealz, Clebert J. Alvesz, Sérgio S. Azevedo’*.

Abstract.- Brasil A.W.L., Parentoni R.N., Costa D.C., Pimenta C.L.R.M., Aratjo R.P.,
Alves C.J.,Leal B.A.G & Azevedo S.S. 2014. [Brucellosis and leptospirosis in
buffaloes from Paraiba State: occurrence of antibodies and risk factors.] Brucelose
e leptospirose em bufalos da Paraiba: ocorréncia de anticorpos e fatores de risco.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Universidade Federal de Campina Grande,
Centro de Saude e Tecnologia Rural, Unidade Académica de Medicina Veterindria, Av.

Universitaria s/n, Patos, PB 58700-970, Brazil. E-mail: sergio@vps.fmvz.usp.br

The aim of this survey was to determine the frequency of antibodies and the risk
factors for brucellosis and leptospirosis in buffaloes from Paraiba State. One hundred
thirty-six buffaloes from 14 herds were used. For the diagnosis of brucellosis the
Buffered Acidified Plate Antigen (BAPA) test was applied as screening test and the 2-
mercaptoethanol (2-ME) test as confirmatory test. For leptospirosis the microscopic
agglutination test (MAT) was performed with the dilution 1:100 as cutoff-point. Of the
136 samples analyzed two (1.5%) were positive for brucellosis and 38 (27.9%) for
leptospirosis. Positive animals for brucellosis were from two (14.3%) herds, while for
leptospirosis nine (64.3%) herds showed positive animals. The most frequent
Leptospira spp. serovars were Bratislava, Pomona and Canicola. It is concluded that
leptospirosis is widespread in buffaloes from Paraiba State, and it is suggested that the
raising with horses and pigs may be an important factor in the occurrence of positive
animals. The presence of positive animals for brucellosis indicates the possibility of
negative impact on efforts to control the disease in cattle, and thus it is recommended

that more attention be given to these animals in the control of brucellosis.

'Recebido em......

Aceito para publicagio em.....
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correspondéncia: sergio@vps.fmvz.usp.br
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INDEX TERMS: Brucella abortus, Leptospira spp., buffalo, seroepidemiology,

Northeastern Brazil.

Resumo.- O objetivo do trabalho foi determinar a frequéncia de anticorpos e os fatores
de risco para brucelose e leptospirose em bufalos do Estado da Paraiba. Foram
utilizados 136 bufalos oriundos de 14 propriedades. Para o diagndstico da brucelose
empregou-se como teste de triagem o Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)e o teste
do 2-mercaptoetanol (2-ME) como prova confirmatdria. Para leptospirose foi realizado
o teste de soroaglutinacdo microscopica (SAM) com ponto de corte 1:100. Das 136
amostras analisadas duas (1,5%) foram positivas para brucelose e 38 (27,9%) para
leptospirose. Os animais positivos para brucelose foram procedentes de duas (14,3%)
propriedades, enquanto que para leptospirose nove (64,3%) propriedades apresentaram
animais soropositivos. Os sorovares de Leptospira spp. mais frequentes foram
Bratislava, Pomona e Canicola. Conclui-se que a leptospirose encontra-se disseminada
em bufalos do Estado da Paraiba, e sugere-se que a criacdo consorciada com equinos e
suinos pode ser um fator importante na ocorréncia de animais positivos. A presenca de
animais positivos para brucelose indica a possibilidade de impacto negativo nas acoes
de controle da doenga em bovinos, e dessa forma recomenda-se que maior atencdo seja

dada a esses animais do ponto de vista do controle da brucelose.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucella abortus, Leptospira spp., bifalo,

soroepidemiologia, Nordeste do Brasil.

INTRODUCAO

Reconhecido pela sua rusticidade, tolerancia e resisténcia a doengas infecciosas
e parasitdrias, os bufalos sdo mais adaptados que os bovinos a condi¢des ambientais
adversas. Por serem animais versiteis, tornaram-se excelente alternativa para a pecuéria
nacional, visto que possuem tripla aptidao (producdo de leite, produ¢do de carne e
tracdo), além de serem facilmente adaptados a ambientes hostis, como terras inundéveis,
areas costeiras, montanhas e planicies (Tonhati et al. 2011).

Atualmente o Brasil possui posi¢do de destaque na criagao de bufalos e conta

com um efetivo de mais de um milhdo de cabegas, das quais o Nordeste possui por volta
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de 122 mil animais. No Estado da Paraiba, o efetivo bubalino conta com um total de
aproximadamente 933 animais (Brasil 2012).

O aumento da produtividade e da tecnificacdo na bubalinocultura favorecem a
introducdo de doencas infecciosas nos rebanhos em decorréncia de alteracdes de
manejo, aumento da densidade animal e confinamento (Leite & Bastianetto 2009).
Nesse contexto, assume importancia a brucelose e a leptospirose, que sdo doencas
zoondticas responsdveis por perdas econdOmicas para a exploracdo de bifalos em
decorréncia de problemas reprodutivos.

A brucelose € uma zoonose causada pela Brucella abortus, que possui
predilecdo pelo sistema reprodutor (Acha & Szyfres 2001, Paulin & Ferreira Neto
2008). A infeccdo estd amplamente difundida em paises em desenvolvimento
(Ghodasara et al. 2010), e € responsdvel por prejuizos econdmicos decorrentes de
abortamentos, baixos indices reprodutivos, perda do prestigio das propriedades e
restri¢des na comercializacdo de animais e de produtos de origem animal procedentes de
dreas nas quais a doenca ocorre (Paulin & Ferreira Neto 2008). Acredita-se que a
brucelose € responsdvel pela diminuicdo de 25% na producdo de leite e de carne, e pela
reducdo de 15% na producdo de bezerros (Paulin 2006). A via de transmissdo mais
frequente € o contato indireto por ingestdo de 4gua, pasto e forragens contaminados.
Outra forma de transmissdo frequente € o contato direto com fetos abortados e bezerros
recém-nascidos infectados (Acha & Szyfres 2001, Paulin & Ferreira Neto 2008).

A leptospirose € a zoonose de maior distribuicio mundial, presente em todos os
continentes. As leptospiras sdo classificadas em 13 genomoespécies patogénicas com
mais de 260 sorovares; e seis saprofitas, contendo mais de 60 sorovares. Em geral cada
sorovar possui um hospedeiro mais adaptado, todavia podem infectar outros
hospedeiros (Adler & Moctezuma 2010). A transmissdo da doenga se da pelo contato
direto ou indireto com urina, dgua, solo e fomites contaminados. A presenca de roedores
¢ vista como um fator de risco jd que os mesmos se comportam como portadores renais
sdos de leptospiras, eliminando-as no ambiente e contaminado solo e dgua (Adler &
Moctezuma 2010). Na América latina apresenta-se de forma endémica, o que ocasiona
enormes prejuizos econdmicos (Schmitd et al. 2002).

Nos bubalinos, semelhante aos bovinos, a leptospirose tem como principal
consequéncia da infec¢do sistémica os abortamentos, que geralmente ocorrem no terco
final da gestacdo, causando morte fetal com ou sem degeneracdo placentdria seguida de

eliminagdo do feto semanas apds a infeccdo (Faine et al. 1999).
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No Brasil, nos dltimos anos, a frequéncia de soropositividade para leptospirose
bubalina foi relatada como variando de 37,7% a 80% (Langoni et al.1999, Viana et al.
2009); para brucelose, essa variagdo foi de 5,18% a 37,5% (Bastinetto et al. 2005,
Chaves et al. 2012). Devido a inexisténcia de estudos sobre leptospirose e brucelose
bubalina no Estado da Paraiba, o presente trabalho teve como objetivos determinar a
frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-Brucella abortus em bufalos do

Estado da Paraiba, bem como identificar fatores de risco associados as infec¢des.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em 14 propriedades com criacdo de bufalos no Estado da
Paraiba, nos municipios de Alagoa Nova, Areia, Campina Grande, Guarabira,
Juripiranga, Santa Helena, Sapé, Rio Tinto, Santana dos Garrotes, Itatuba, Solanea e
Cacimbas (Fig. 1). Segundo dados Secretaria de Estado do Desenvolvimento da
Agropecudria e Pesca da Paraiba (SEDAP), o Estado conta com 17 propriedades e um
efetivo de 872 animais.

A populacdo estudada foi constituida por fémeas bubalinas com aptidao para
corte e leite, mesticas e da raca Murrah, com idade igual ou superior a 24 meses. Para o
cadlculo do nimero de animais a serem amostrados foi empregada a férmula para

amostragem aleatdria simples:

Zz*P(1-P)
n= 7
Onde:
n= numero de propriedades amostradas
7= valor da distribui¢do normal para o nivel de confianca de 95%
P= prevaléncia esperada de 50% (para maximizacdo da amostra)

D=erro de 10%

De acordo com o calculo amostral, seriam necessarios 96 animais. No total,
foram selecionadas 136 fémeas bubalinas com idade > 24 meses procedentes de 14
propriedades. As amostras de sangue foram colhidas no periodo de novembro de 2012 a
julho de 2013, por meio de venopuncdo da jugular, apds antissepsia € com auxilio de
agulha descartdvel 40 x 12 mm, sendo acondicionadas em tubos de ensaio estéreis que

permaneceram inclinados e em repouso para facilitar a retragdo do codgulo. As amostras
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foram centrifugadas durante 15 minutos e o soro obtido foi transferido para microtubos
e armazenados a -20° C.

Durante a coleta das amostras foi aplicado questionério epidemioldgico para
obtencdo de dados a serem utilizados na andlise de fatores de risco. As varidveis e
respectivas categorias utilizadas foram: tipo de criacdo (intensiva, semi-intensiva,
extensiva), tipo de exploracdo (corte, leite, mista), tipo de ordenha (manual, mecanica
ao pé, mecanica com sala de ordenha), nimero de ordenhas por dia (ndo ordenha, 1 vez
ao dia, 2 vezes ao dia), raca predominante, outras espécies na propriedade (bovinos,
equideos, caprinos/ovinos, suinos, aves, cdo, gato), espécies silvestres em vida livre na
propriedade, ocorréncia de abortamentos nos ultimos 12 meses, presenca de roedores,
controle de roedores, alimentacdo com pastagem nativa, fonte de dgua (bebedouros,
aguadas, rios, lagos, riachos, mananciais), realizar diagndstico para brucelose, vacina
contra brucelose, aquisicdo de animais, aluguel de pastos, presenca de dreas alagadigas,
presenca de piquete de paricdo, separar animais jovens de adultos, resfriamento do leite,
e assisténcia veterindria.

Para realizacdo do diagnoéstico da brucelose bubalina foi utilizado inicialmente o
teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) como prova de triagem, € 0s SOros
que reagiram positivamente no mesmo foram submetidos a prova confirmatéria do 2-
mercaptoetanol (2-ME) (Brasil 2006). Paralelamente ao teste do 2-ME, foi realizado o
teste de Soroaglutinagdo Lenta em Tubos (SALT).

O diagndstico soroldgico da leptospirose foi realizado pela técnica de
soroaglutinacdo microscopica (SAM), de acordo com Galton et al. (1965) e Cole et al.
(1973), com colecdo de antigenos vivos composta por 22 sorovares patogénicos e dois
saprofitos: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola,
Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panamd, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani,
Tarassovi, Andamana, Patoc e Sentot. Os soros foram triados na diluicao de 1:100, e
aqueles que apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo foram titulados pelo exame de
uma série de diluicOes geométricas de razdo dois. O titulo do soro foi a reciproca da
maior dilui¢do que apresentou resultado positivo. Os antigenos foram examinados ao
microscopio de campo escuro previamente aos testes, a fim de verificar a mobilidade e a
presenca de auto-aglutinacdo ou de contaminantes.

A andlise de fatores de risco foi realizada em duas etapas: andlise univaridvel e

analise multivaridvel. Na andlise univariavel, as varidveis que apresentaram valor de p <
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0,2 pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher (Zar 1999) foram selecionadas e
usadas na andlise multivaridvel, utilizando-se a regressdo logistica multipla (Hosmer &
Lemeshow 2000). O nivel de significancia adotado na anélise multipla foi de 5%. Todas

as andlises foram realizadas com o programa SPSS 20.0 for Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 14 propriedades amostradas duas (14,3%) apresentaram um animal
soropositivo para brucelose cada, ¢ em nove (64,3%) houve pelo menos um animal
soropositivo para leptospirose (Quadro 1). Dos 136 animais avaliados 14 (10,3%) foram
soropositivos para brucelose no teste do AAT, e dois (1,5%) foram soropositivos no
teste confirmatdrio do 2-ME, com titulos de 25 e 200. Para leptospirose, 38 (27,9%)
das 136 amostras foram soropositivas na SAM, com titulos variando de 100 a 3200. Os
sorovares mais frequentes (Quadro 2) foram Bratislava (11%), Pomona (8,8%) e
Canicola (5,9%). Também foram observadas reagdes para os sorovares Patoc (0,74%),
Wollffi (0,74%) e Cynopteri (0,74%).

Com relacdo aos fatores de risco, ndo foi constatada associa¢do entre nenhuma
varidvel e a soropositividade para brucelose e leptospirose. Embora apenas dois animais
tenham sido positivos para brucelose, este resultado apresenta importancia considerdvel
visto que a infec¢do € alvo de controle oficial, e que a presenca de animais soropositivos
pode garantir a persisténcia deste importante agente zoondtico nos rebanhos. Some-se a
isso o fato de que foi observada criaciao consorciada de bovinos e bubalinos em algumas
propriedades. Devido a possibilidade de transmissdo da brucelose entre as espécies
bovina e bubalina, ndo deve ser descartada a chance de impacto negativo na condugdo
das estratégias de acdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Bovina (PNCEBT), uma vez que as mesmas sdo direcionadas, no Estado
da Paraiba, principalmente para bovinos. As duas propriedades positivas para brucelose
estdo localizadas nas mesorregides do Agreste e Mata Paraibana, locais em que foi
observada maior prevaléncia de brucelose bovina em comparag¢do as mesorregides do
Sertdo e da Borborema, no dmbito do inquérito epidemioldgico realizado como parte do
PNCEBT no Estado da Paraiba (dados nao publicados).

Além da importincia econdmica, outro ponto que deve ser levado em
consideracdo é que a ocorréncia de bufalos positivos para brucelose implica em
exposicdo de seres humanos ao risco da infec¢do em decorréncia do consumo de

produtos de origem animal, como leite e produtos lacteos. Borriello et al. (2006) referiu
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um risco em potencial para os humanos no consumo de leite e produtos lacteos oriundos
de bubalinos infectados com Brucella abortus.

Chaves et al. (2012), no Maranhdo, e Calderén et al. (2010), na Colombia,
observaram prevaléncia de brucelose em bubalinos de 5,18% e 3%, respectivamente. A
baixa frequéncia (1,5%) de brucelose observada no presente trabalho pode ser
decorréncia do conjunto de acdes de controle da brucelose bovina conduzidas pelo
servigo de defesa animal da Paraiba, incluindo a fiscalizacdo de vacinagdes e controle
de transito animal.

Ja para leptospirose, as altas frequéncias de propriedades positivas e de animais
soropositivos sugerem que o agente encontra-se disseminado nas criagdes de bubalinos
no Estado. Langoni et al. (1999), avaliando 403 bufalas do Vale da Ribeira, Sdo Paulo,
observou prevaléncia de 37,7%, com destaque para os sorovares Wollffi,
Icterohaemorrhagiae e Hadjo. Silva et al. (2009) analisaram soros de 127 bufalos da
regido nordeste do Pard e encontraram frequéncia de soropositividade de 67,72%, com
destaque para os sorovares Hardjo, Grippotyphosa e Pomona. A ocorréncia de elevadas
frequéncias de positividade para leptospirose em bufalos pode ser reflexo da variedade
de fatores que influenciam na ocorréncia da doenca, como as espécies animais de
contato, manejo utilizado, sorovares existentes na regido, condicdes climdticas e
ambientais e as oportunidades de infec¢do direta ou indireta (Higino et al. 2012).

O sorovar Bratislava, apontado como o mais frequente, tem como hospedeiros
mais adaptados os equinos € os suinos (Bolin 1996). Isso pode estar associado ao
contato de bubalinos com equinos e suinos em cria¢des consorciadas, o que de fato foi
observado em algumas propriedades. Do ponto de vista de controle da leptospirose, o
sorovar Bratislava como o mais frequente levanta preocupacdes, uma vez que nas
vacinas comerciais anti-leptospirose para bubalinos sio incluidos os sorovares Hardjo,
Wolffi, Pomona, Grippothyphosa, Icterohaemorrhagiae e Canicola, e que nao ha
protecdo cruzada entre 0s sorovares.

O segundo sorovar mais frequente foi o Pomona, cujo hospedeiro de
manuten¢do € o suino (Faine et al. 1999), o que também sugere o contato dessas
espécies em criacOes consorciadas. O sorovar Canicola, apontado como o terceiro mais
frequente, geralmente é associado a cdes como hospedeiros de manuten¢do (Faine et al.
1999).Com base nos questiondrios epidemiolégicos, na maioria das propriedades havia
a presenca de caes, e em algumas delas esses animais eram utilizados no manejo dos

bufalos, havendo assim a possibilidade de transmissdo entre as espécies.
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CONCLUSAO
Conclui-se que a leptospirose encontra-se disseminada em bufalos do Estado da
Paraiba, e sugere-se que a criagdo consorciada com equinos e suinos pode ser um fator
importante na ocorréncia de animais positivos. A presenga de animais positivos para
brucelose indica a possibilidade de impacto negativo nas agdes de controle da doenca
em bovinos, e dessa forma recomenda-se que maior atencio seja dada a esses animais

do ponto de vista do controle da brucelose.
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Legenda da Figura

Fig. 1. Mapa do estado da Paraiba demonstrando os municipios e as propriedades

selecionadas.

Os Quadros
Quadro 1. Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-Brucella abortus
em bufalos do Estado da Paraiba, de acordo com os municipios e propriedades

rurais, no periodo de novembro de 2012 a julho de 2013

N° total de
Municipio/Propriedade o Leptospira spp.  Brucella abortus
animais

N° % N° %

Santa Helena/ Propriedade 1 15 4 26,6 0 0
Cacimbas/ Propriedade 2 2 0 0,0 0 0
Rio Tinto / Propriedade 3 19 8 42,1 0 0
Sapé/ Propriedade 4 12 1 8,3 0 0
Itatuba/ Propriedade 5 20 8 40 1 5
Guarabira/ Propriedade 6 5 3 60 0 0

Campina Grande/ Propriedade 7 23 8 34,7 1 43
Solanea/ Propriedade 8 3 0 0 0 0
Santana dos Garrotes/ Propriedade 9 4 2 50 0 0
Juripiranga/ Propriedade 10 1 0 0 0
Alagoa Nova/ Propriedade 11 5 0 0 0 0
Alagoa Nova/ Propriedade 12 10 3 30 0 0
Rio Tinto/ Propriedade 13 13 1 7,6 0 0
Areia/ Propriedade 14 4 0 0 0 0

Total 136 38 27,9 2 1,5
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Quadro 2. Sorovares de Leptospira spp. mais frequentes em bubalinos do Estado

da Paraiba, no periodo de novembro de 2012 a julho de 2013

Sorovar Proporcao de reagentes Frequéncia (%)
Bratislava 15/136 11
Pomona 12/136 8,82
Canicola 8/136 5,88
Patoc 1/136 0,74
Wolffi 1/136 0,74
Cynopteri 1/136 0,74

Figura 1
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi determinar a frequéncia de anticorpos e os fatores de risco
para toxoplasmose e neosporose em bufalos do Estado da Paraiba. Foram utilizados 136
bufalos oriundos de 14 propriedades. Para a deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii e anti-Neospora caninum foi empregada a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI). Das 136 amostras analisadas 17 (12,5%) foram positivas para anticorpos anti-7.
gondii, com titulos variando de 64 a 1024, e 26 (19,1%) para anticorpos anti-N.
caninum, com titulos de 200 a 1600. Das 14 propriedades avaliadas em 10 (71,4%)
houve animais soropositivos tanto para 7. gondii como para N. caninum. Criagdo semi-
intensiva (odds ratio = 2,99; IC 95% = 0,99 - 8,98) e presenca de suinos (odds ratio =
4,33; IC 95% = 1,34 — 13,98) foram identificados como fatores de risco para 7. gondii e
N. caninum, respectivamente. Sugere-se que 7. gondii € N. caninum estdo disseminados
em bufalos do Estado da Paraiba, bem como a necessidade de mais estudos acerca da
importancia desses agentes nessa espécie e em suinos, e da influéncia do tipo de criacao

na ocorréncia de animais SOropositivos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, bufalo, soroepidemiologia,

Nordeste do Brasil
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ABSTRACT
The aim of this survey was to determine the frequency of antibodies and the risk factors
for toxoplasmosis and neosporosis in buffaloes from Paraiba State. One hundred thirty-
six buffaloes from 14 herds were used. For the detection of anti-Toxoplasma gondii and
anti-Neospora caninum antibodies the indirect fluorescent antibody test (IFAT) was
used. Of the 136 samples analyzed 17 (12.5%) were positive for anti-T. gondii
antibodies with titers ranging from 64 to 1024, and 26 (19.1%) for anti-N. caninum with
titers from 200 to 1600. Of the 14 herds evaluated in 10 (71.4%) there were seropositive
animals for both T. gondii and N. caninum. Semi-intensive farming (odds ratio = 2.99,
95% CI = 0.99 - 8.98) and presence of pigs (odds ratio = 4.33, 95% CI = 1.34 - 13.98)
were identified as risk factors for T. gondii and N. caninum, respectively. It is suggested
that T. gondii and N. caninum are disseminated in buffaloes from Paraiba State, as well
as the need for additional surveys on the importance of these agents in this species and

pigs, and the influence of the farming type on the occurrence of seropositive animals.

Key words: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, buffalo, seroepidemiology,

Northeastern Brazil

INTRODUCAO

Reconhecido pela sua rusticidade, tolerancia e resisténcia a doencas infecciosas e
parasitdrias, os bufalos sdo mais adaptados que os bovinos a condi¢des ambientais
adversas. Por serem animais versdteis, tornaram-se excelente alternativa para a pecudria
nacional, visto que possuem tripla aptidao (producdo de leite, produ¢do de carne e
tracdo), além de serem facilmente adaptados a ambientes hostis, como terras inundéveis,
areas costeiras, montanhas e planicies (Tonhati et al., 2011).

Atualmente o Brasil possui posicdo de destaque na criacdo de buifalos e conta com um
efetivo de mais de um milhao de cabecas, das quais o Nordeste possui por volta de 122
mil animais. No Estado da Paraiba, o efetivo bubalino conta com um total de
aproximadamente 933 animais (Brasil, 2012).

O aumento da produtividade e da tecnificacio na bubalinocultura favorecem a
introducdo de doencas infecciosas e parasitirias nos rebanhos em decorréncia de
alteracoes de manejo, aumento da densidade animal e confinamento (Leite e

Bastianetto, 2009).Ainda nao foi demonstrada a importancia de Toxoplasma gondii e
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Neospora caninum como causadores de abortamentos em bufalas, porém, nio se pode
descartar esta possibilidade, sendo necessdrias investigacdes sobre a implicacio desses
agentes em perdas reprodutivas nessa espécie (Gondim et al., 2007).

T. gondii e N. caninum sido dois protozodrios morfologicamente relacionados que
apresentam distribuicdo geogrifica cosmopolita. Ambas as espécies podem infectar
ampla quantidade de espécies de animais, incluindo os bubalinos; possuem ciclos
evolutivos cujos hospedeiros definitivos sio espécies de carnivoros e ambos os parasitas
causam abortamentos e doengas congénitas em ruminantes (Dubey et al., 1988; Dubey,
2003).

T. gondii é um parasita intracelular obrigatério, e seu ciclo de vida é heteroxeno
facultativo, sendo os felideos os hospedeiros definitivos, eliminando oocistos nas fezes.
O parasita possui trés estdgios infectantes: os taquizoitos (forma de infeccao rapida), os
bradizoitos presentes em cistos teciduais € 0s esporozoitos presentes nos 0O0CIStos
(Dubey e Desmonts, 1987). Os bufalos podem adquirir 7. gondii através da ingestdo de
alimentos e 4gua contaminados com oocistos eliminados pelas fezes de felinos. Os
bovinos constam entre os hospedeiros mais resistentes a infeccdo, mas quando
presentes, os sinais clinicos mais comuns sdo febre, inapeténcia, diarréia, dispnéia,
descargas nasais e tosse, abortamentos e nascimento de fetos mal formados. Assim
como os bovinos, os bubalinos também apresentam considerdvel resisténcia a infeccao
por T. gondii (Dubey, 2010).

A neosporose € uma doenga abortiva, causada pelo N. caninum, que possui estrutura
similar ao 7. gondii, no entanto, sdo antigenicamente distintos (Dubey, 2003). O agente
apresenta, em seu ciclo de vida, um hospedeiro intermedidrio, dentre os quais 0s
bovinos, € um hospedeiro definitivo, representados pelos canideos. O cdo (Canis lipus
Jfamiliaris) foi apontado como o hospedeiro definitivo de N. caninum, eliminando as
formas de resisténcia no ambiente, os oocistos (McAllister er al., 1998). Atualmente
sabe-se que outros membros da familia Canida e também sido hospedeiros definitivos,
como os coites (Canis latrans), dingos australianos (Canis lipus dingo) e lobos
cinzentos (Canis lipus lupus) (Dubey et al., 2011).

Estudos recentes acerca da ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii em bufalos no Brasil
revelam valores variando de 1,1% a 41,6% (Silva et al., 2010; Silva et al., 2013). Para
N. caninum, altas frequéncias de anticorpos em bufalos foram encontradas em estudos
nas regides Norte (40,9%) (Silva et al., 2010), Sudeste (64%) (Fujii et al., 2001), e
Nordeste (35,9%) (Gondim et al., 2007).
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Devido a inexisténcia de estudos sobre toxoplasmose e neosporose bubalina no Estado
da Paraiba, o presente trabalho teve como objetivos determinar a frequéncia de
anticorpos anti-7. gondii e anti-N. caninum em bufalos do Estado da Paraiba, bem como

identificar fatores de risco associados as infecgdes.

MATERIAS E METODOS

O estudo foi realizado em 14 propriedades com cria¢do de bufalos no Estado da Paraiba,
nos municipios de Alagoa Nova, Areia, Campina Grande, Guarabira, Juripiranga, Santa
Helena, Sapé, Rio Tinto, Santana dos Garrotes, Itatuba, Solanea e Cacimbas (Fig. 1).
Segundo dados Secretaria de Estado do Desenvolvimento da Agropecudria e Pesca da

Paraiba (SEDAP), o Estado conta com 17 propriedades e um efetivo de 872 animais.

Figura 1 — Mapa do estado da Paraiba demonstrando os municipios e as propriedades

selecionadas.

A populacio estudada foi constituida por fémeas bubalinas com aptidao para corte e
leite, mesticas e da raca Murrah, com idade igual ou superior a 24 meses.Para o célculo
do nimero de animais a serem amostrados foi empregada a férmula para amostragem

aleatdria simples:

_ z*P(1-P)

n d2
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Onde:
n= ndmero de propriedades amostradas
7= valor da distribui¢do normal para o nivel de confianca de 95%

P= prevaléncia esperada de 50% (para maximizacao da amostra)

D= erro de 10%

De acordo com o cdlculo amostral, seriam necessarios 96 animais. No total, foram
selecionadas 136 fémeas bubalinas com idade > 24 meses procedentes de 14
propriedades. As amostras de sangue foram colhidas no periodo de novembro de 2012 a
julho de 2013, por meio de venopunc¢do da jugular, apds antissepsia € com auxilio de
agulha descartavel 40 x 12 mm, sendo acondicionadas em tubos de ensaio estéreis que
permaneceram inclinados e em repouso para facilitar a retragdo do codgulo. As amostras
foram centrifugadas durante 15 minutos e o soro obtido foi transferido para microtubos
e armazenados a -20° C.

Durante a coleta das amostras foi aplicado questiondrio epidemioldgico para obtengao
de dados a serem utilizados na andlise de fatores de risco. As varidveis e respectivas
categorias utilizadas foram: tipo de cria¢do (intensiva, semi-intensiva, extensiva), tipo
de exploragdo (corte, leite, mista), tipo de ordenha (manual, mecanica ao pé, mecanica
com sala de ordenha), nimero de ordenhas por dia (ndo ordenha, 1 vez ao dia, 2 vezes
ao dia), raca predominante, outras espécies na propriedade (bovinos, equideos,
caprinos/ovinos, suinos, aves, cdo, gato), espécies silvestres em vida livre na
propriedade, ocorréncia de abortamentos nos ultimos 12 meses, presenca de roedores,
controle de roedores, alimentacdo com pastagem nativa, fonte de dgua (bebedouros,
aguadas, rios, lagos, riachos, mananciais), realizar diagndstico para brucelose, vacina
contra brucelose, aquisicdo de animais, aluguel de pastos, presenca de dreas alagadigas,
presenca de piquete de paricdo, separar animais jovens de adultos, resfriamento do leite,
e assisténcia veterindria.

Para a detec¢do de anticorpos anti-7. gondii e anti-N. caninum foi empregada a reacdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para 7. gondii, a dilui¢do 1:64 foi considerada
ponto de corte (Silva et al., 2010) e a técnica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Camargo (1974), utilizando-se como antigenos taquizoitos da amostra RH.
Para N. caninum, o ponto de corte foi a diluicao de 1:200 (Gondim et al., 2007; Silva et

al., 2010) e a técnica foi conduzida conforme Paré et al. (1995),utilizando-se como
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antigeno a amostra NC-1 de N. caninum cultivada em mondcitos de bovinos. Em ambos
os testes foram utilizados soros controles positivos € negativos.

A andlise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: andlise univaridvel e andlise
multivaridvel. Na andlise univaridvel, cada varidvel independente foi cruzada com a
varidvel dependente (condicao soroldgica do animal). As que apresentaram um valor de
p < 0,2 pelo teste de qui-quadrado foram selecionadas para a andlise multivaridvel,
utilizando-se a regressao logistica multipla (Hosmer e Lemeshow, 2000). O ajuste do
modelo final foi verificado com o teste de Hosmer e Lemeshow, no qual um p > 0,05
indica que o modelo estd ajustado. A colinearidade entre as varidveis preditoras foi
verificada por meio de andlise de correlagdo e, para aquelas que apresentaram forte
colinearidade (coeficiente de correlacdo > 0,9), uma das duas foi excluida da anélise
multipla de acordo com a plausibilidade bioldgica (Dohoo et al., 1997). O nivel de
significancia adotado na andlise multipla foi de 5%. Todas as anélises foram realizadas

com o programa SPSS 20.0 for Windows.

RESULTADOS

Dos 136 animais analisados 17 foram positivos para 7. gondii, obtendo-se uma
frequéncia de 12,5%. Os titulos e respectivas frequéncias foram 64 (29,4%), 128
(29,4%), 256 (17,6%), 512 (11,8%) e 1024 (11,8%). Para N. caninum, 26 dos 136
(19,1%) animais foram positivos com titulos 200 (19,2%), 400 (34,6%), 800 (30,7%) e
1600 (15,3%). Das 14 propriedades avaliadas em 10 (71,4%) houve animais
soropositivos tanto para 7. gondii como para N. caninum.

Nas Tabs. 1 e 2 estdo apresentadas as andlises univaridveis dos dados com as varidveis
mais associadas (p < 0,2) a soropositividade para 7. gondii e N. caninum. No modelo
final de regressao logistica (Tab. 3), o fator de risco para toxoplasmose foi a criacdo
semi-intensiva (odds ratio = 2,99; IC 95% = 0,99 - 8,98), e para neosporose a presenca
de suinos foi identificada como fator de risco (odds ratio = 4,33; IC 95% = 1,34 —
13,98). Os modelos finais apresentaram bom ajuste (p > 0,05; teste de Hosmer e

Lemeshow).
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Tabelal. Resultados da analise univariavel com as variaveis mais associadas (p < 0,2) a

soropositividade para 7. gondii em bubalinos do Estado da Paraiba, no periodo de

novembro de 2012 a julho 2013

N° total de N° de animais
Variavel Categoria P
animais positivos (%)
Tipo de criacao Semi-intensiva 32 7(21,9)
Extensiva 104 10 (9,6) 0,122
Tipo de exploragao Corte 97 11 (11,3)
Leite 20 5(25) 0,143
Presenca de suinos Nio 121 13 (10,7)
Sim 15 4 (26,7) 0,179
Controle de roedores Nao 48 9 (18,8)
Sim 88 8(9,1) 0,175
Acesso a aguadas Nio 58 4(6,9)
Sim 78 13 (16,7) 0,149
Abortamento nos dltimos 12 meses Nao 109 11 (10,1)
Sim 27 6(22,2) 0,106
Separar animais jovens de adultos Nao 87 7(8)
Sim 49 10 (20,4) 0,068
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Tabela 2. Resultados da anélise univaridvel com as variaveis mais associadas (p <0,2) a

soropositividade para N. caninum em bubalinos do Estado da Paraiba, no periodo de

novembro de 2012 a julho 2013

N° total de N° de animais
Varidvel Categoria P
animais positivos (%)
Tipo de criacao Semi-intensiva 32 11 (34,4)
Extensiva 104 15 (14,4) 0,024
Tipo de exploragao Corte 97 14 (14,4)
Leite 20 8 (40) 0,029
Presenca de Suinos Nio 121 18 (14,4)
Sim 15 8 (53,3) 0,001
Presenca de Nao 85 21 (24,7)
Sim 51 5(9,8) 0,056
Aquisi¢do de animais Nao 84 11 (13,1)
Sim 52 15 (28,8) 0,041
Resfriamento do leite Nao 126 20 (15,9)
Sim 10 6 (60) 0,003

Tabela 3. Fatores de risco para infeccdo por 7. gondii e N. caninum em bubalinos do

Estado da Paraiba, no periodo de novembro de 2012 a julho 2013

Fator de risco Odds ratio IC 95% p
Toxoplasma gondii
Criacdo semi-intensiva 2,99 [0,99 - 8,98] 0,05

Neospora caninum

Presenca de suinos 4,33 [1,34 - 13,98] 0,014
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DISCUSSAO

Estudos sobre frequéncia de anticorpos anti-7. gondii em bifalos no Brasil revelaram
frequéncias que variam de 1,1% a 49,9% (Souza et al., 2001; Silva et al., 2010). Sabe-
se que os bufalos sdo consideravelmente resistentes a infeccdo por 7. gondii (Dubey,
1988), no entanto, trabalhos conduzidos no Brasil, como os de Souza et al. (2001) e de
Silva et al. (2013), nos quais as frequéncias de anticorpos foram de 49,9% e 36%,
respectivamente, chamam atencdo para a necessidade da realizacdo de mais estudos
sobre essa parasitose em bufalos. A presenca de anticorpos € um indicativo da
circulacao desses protozodrios nas propriedades estudadas, representando um risco para
a saude publica, assim como um possivel envolvimento em distirbios reprodutivos
nessa espécie (Silva et al., 2010).

Trabalhos sobre fatores de risco para toxoplasmose em bufalos sdo escassos no Brasil.
No geral a infeccdo estd relacionada a idade dos animais, de maneira que quanto mais
velhos os animais maior serd a frequéncia de soropositividade. Isso se deve ao fato de
maior exposicdo aos oocistos esporulados em funcdo da idade (Dubey, 1986). Silva et
al. (2013) identificaram a raca mediterrinea como a mais predisposta a apresentar
anticorpos anti-7. gondii, e que em animais prenhes a frequéncia de anticorpos € maior
de que em animais ndo prenhes. No presente trabalho, a criagdo semi-intensiva foi
identificada como fator de risco em relagdo a criacdo extensiva. Albuquerque et al.
(2011), em trabalho para identificar os fatores de risco para toxoplasmose bovina,
afirmaram que animais criados de maneira semi-intensiva possuem maior risco de
adquirirem toxoplasmose dado que as chances de contato com oocistos ambientais sao
maiores, provavelmente pelo fato de que tanto o confinamento como a criacao extensiva
favorecem tal contato. De fato, na criacdo semi-intensiva, 0os animais permanecem parte
do dia soltos na pastagem e parte confinados.

Trabalhos sorolégicos para N. caninum em bufalos no Brasil t€ém apontado frequéncias
variando de 40,9% (Silva et al., 2010) a 49,9% (Souza et al., 2001). Nos bovinos a
neosporose € tida como a maior causa de abortamentos no mundo, contudo ainda nio
existem relatos sobre seu impacto na esfera reprodutiva de bufalos (Dubey et al., 2007),
no entanto, ha relatos de isolamento de N. caninum a partir de cérebro e fetos de bufalos

no Brasil (Rodrigues et al., 2004; Chryssafidis et al., 2011). Dessa maneira, devido a
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importancia econdmica da bubalinocultura no Brasil, a neosporose deve ser investigada
como possivel causa de abortamentos nesta espécie (Moore, 2005).

Assim com para a toxoplasmose, sdo escassos os estudos de fatores de risco para
neosporose bubalina. No presente trabalho a presenca de suinos foi identificada como
fator de risco para a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum em bufalos. Embora a
presenca de suinos ndo tenha importancia direta na transmissdo do agente para bufalos,
Azevedo et al. (2010) relataram a ocorréncia de suinos da Paraiba positivos para N.
caninum pela RIFI e por técnicas confirmatdérias de immunoblotting usando antigeno
total e purificado (p38 - NcSRS2) de taquizoitos de N. caninum, o que sugere uma
possivel complementaridade do ciclo bioldgico nas propriedades quando da presenca de
hospedeiros definitivos. Dessa maneira, sdo necessdrios estudos de isolamento do
agente em suinos e bufalos para elucidar a real importancia da neosporose nessas
espécies.

Embora nio apontadas como fatores de risco na andlise multipla, as varidveis criacdao
semi-intensiva e aquisicdo de animais merecem destaque, uma vez que foram
selecionadas na andlise univaridgvel (p < 0,05) para N. caninum. E relatada a
possibilidade de cdes contaminarem silos com oocistos de N. caninum eliminados pelas
fezes (Mcallister et al., 1998). Frequentemente as silagens sdo utilizadas como
suplementagcdo alimentar de animais de sistema semi-intensivo, justificando a maior
frequéncia (34,4%) de animais soropositivos em relagdo a criacdo extensiva (14,4%).
Assim como observado para 7. gondii, na criagdo semi-intensiva as chances de contato
com oocistos ambientais sdo maiores, provavelmente pelo fato de que tanto o
confinamento como a criagdo extensiva favorecem tal contato. A aquisi¢ao de animais €
um fator de risco classico para a ocorréncia de doengas infecciosas, principalmente se a
introdu¢cdo dos animais ndo for precedida de diagndstico. Chiebao et al. (2013)

referiram que a introducio de bovinos no rebanho é um fator de risco para neosporose.

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam uma elevada frequéncia de
propriedades positivas e de animais soropositivos para 7. gondii e N. caninum,
sugerindo que os agentes estdo disseminados em bufalos do Estado da Paraiba. Com

base na andlise de fatores de risco, sugere-se a necessidade de mais estudos acerca da
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importancia desses agentes nessa espécie e em suinos, bem como da influéncia do tipo

de criagdo na ocorréncia de animais soropositivos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho € o primeiro a relatar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira
spp., anti-Brucella abortus, anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum em
bufalos do Estado da Paraiba. Os resultados encontrados sugerem que Leptospira spp.,
T. gondii e N. caninum estao disseminados em biifalos do Estado da Paraiba. Uma vez
que a brucelose € alvo de controle oficial em bovinos no Brasil, a presenca de bufalos
positivos indica a possibilidade de impacto negativo nas ac¢des de controle da doenga em
bovinos, e dessa forma recomenda-se que maior atencdo seja dada a esses animais do
ponto de vista do controle da brucelose.

Com relacdo a leptospirose, sugere-se que a criacdo consorciada com equinos e
suinos pode ser um fator importante na ocorréncia de animais positivos. Baseado nas
andlises de fatores de risco, sugere-se a necessidade de mais estudos acerca da
importancia de 7. gondii e N. caninum em bufalos e em suinos, bem como da influéncia

do tipo de criacdo na ocorréncia de animais SOropositivos.
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ANEXO 1

Questionario epidemiologico a ser aplicado nas propriedades amostradas

01-Identificacao

Codigo da propriedade (3 digitos): | o | _ | o | Data da visita e colheita / /
Proprietario:

Coordenadas geogréficas:
Propriedade: -Lat° ’ ”
Municipio - Lon ° ’ ”

02- Tipo de criacdo: o Intensiva O Semi-intensiva 0O Extensiva

03-Tipo de exploracao: o Corte o Leite o Mista

04-Tipo de Ordenha: o0 Manual o Mecanica ao pé 0 Mecénica com sala de ordenha

05- Quantidade de ordenha por dia: o Nio ordenha o 1 vez ao dia O 2 vezes ao dia

06-Producio de leite: (a) N° de cabras em lactagio (b) Producgdo didria de leite litros
07- Raca predominante: 0 mestica 0 murrah 0 Jaffarabadio Carabad o Mediterrdneo o Outras ragas

08 — Bufalos existentes

Machos Fémeas

0-6 meses 6-12 meses | 12-24 meses >24 meses 0-6 meses 6-12 meses 12-24 meses >24 meses

09- Outras espécies na propriedade: o ndo O sim

o Bovinos o Equideos o Caprinos/ovinoso suinos 0 aves 0O cdo O gato

10- Espécies silvestres em vida livre na propriedade (raposa, teju, etc.): 0 ndo 0O sim

11- Plantas téxicas na propriedade? o ndo O sim

12- Faz controle de roedores? o ndo O sim

13- Desratizacdo: 0 ndo 0O sim

14- Anti-ratizacdo: 0 ndo 0O sim

15- Alimentacio: pastagem nativa? 0 ndo O sim

16- Acesso a agua: bebedouros? o ndo o sim/ aguadas? ondo O sim/ rios, lagos, riachos, mananciais? o ndo 0O sim

17-Alguma biifala abortou nos dltimos 12 mesest ndo O sim

18- O que fez com o feto abortadoo nada o alimenta porcos ou cdes O enterra/queima

19-Faz diagnéstico para brucelose: 0 ndo O sim

20- Com que frequéncia: o 1 vez por ano 0 2 vezes por anos 0O quando compra animais 0O quando a caso de aborto na
propriedade o quando € exigido para transporte

21-Vacina contra brucelose o ndo 0 sim

22- Exames de OPG: 0 ndo 0 sim

23- Local de abate dos animais adultos no fim da vida reprodutiva: o Em estabelecimento com inspe¢do OEm
estabelecimento sem inspecdo 0 Na fazenda

24-Compra animais? o ndo 0O sim

Onde/de quem: 0 em exposicdo 0O em leildo/feira O de comerciantes O de outras propriedades
25- Vende animais? o ndo 0 sim

A quem/onde: 0 em exposicdo 0O em leildo/feira O a comerciantes 0O a outras propriedades
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26-Aluga Pastos em alguma época do anoo ndo 0O sim
27-Tem pasto em area alagadicac ndo O sim

28- Piquete de paricdo: 0 ndo O sim

29- Separa animais jovens de adultos: 0 ndo 0O sim

30- A quem entrega leite: 0 ndo entrega O cooperativa O laticinioo direto ao

consumidor
31- Resfriamento do leiteo ndo O sim

32- Como: o em resfriador com tanque proprio o em resfriador com tanque coletivo
33- Possui assisténcia veterinariac ndo o simQue tipoo Particular o cooperativa

34- Animais amostrados

Identificacao* Brinco

Esta prenhe?

Sim

Nao

* 5 digitos (céd. da propriedade + nimero sequencial)
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ANEXO II

NORMAS DO PERIODICO PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletronica, através do e-mail
<jurgen.dobereiner@pvb.com.br>, com os arquivos de texto na versdo mais recente do
Word e formatados de acordo com o modelo de apresentagdo disponivel no site da
revista (www.pvb.com.br. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo

publicados e ndo considerados para publica¢do em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser submetidos
conforme as normas de apresentacdo da revista (www.pvb.com.br) e 0 modelo em Word
(PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de apresentacdo, serdao

devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicacdes (Short communications) sob forma de
“Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de péaginas do trabalho enviado,
que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a
metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdao

recebidos para submissdo somente os da drea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o
direito de sugerir ou solicitar modificacOes aconselhdveis ou necessarias. Os trabalhos

submetidos sdo aceitos através da aprovagao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacio aos recursos para edicao da revista (impressa € online) e
distribui¢do via correio é cobrada taxa de publicacdo (page charge) no valor de R$
250,00 por pédgina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final, ao autor

para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagio destes dois tltimos), Agradecimentos e
REFERENCIAS:
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a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteido do trabalho; pormenores de

identificacio cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar sua
identificacdo cientifica,como para as citacdes bibliograficas. Em muitos casos isto
significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os demais
sobrenomes: Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto
P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso
Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais
curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar,
inclusive, a moderna indexacdo, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8

autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do RESUMO
em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser

seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAOQO?”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado,
indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e conclusdes. Nos
trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e entre colchetes,

logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do

trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com animais, deve

constar a aprovacio do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos. Quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado,
médias de vérias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados complexos por

gréaficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;
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h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma

obrigagdo do autor e da revista de publicé-los;
i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;

J) Agradecimentos devem ser sucintos € ndo devem aparecer no texto ou em notas de

rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluird a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabeticamente
pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos os autores, em
caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica quando houver mais
de dois autores), o titulo de cada publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver
davida), o nome da revista ou obra, usando as instru¢cdes do “Style Manual for
Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic
Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e

exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).
2. Na elaboragdo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidosseguindo o exemplo de apresentacdo de fasciculos
recentes da revista ¢ do modelo constante do site sob “Instrugdes aos Autores”
(www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha
simples; a pdgina deve ser no formato A4, com 2cm de margens(superior, inferior,
esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas,
com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As
Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.
Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta
“Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informacdes do

programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagao dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numerac¢do serd continua por todo o trabalho; as notas serdo langcadas ao pé da pagina

em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras
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serdo mencionados no texto. Estas remissodes serdo feitas pelos respectivos nimeros e,
sempre que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo

escritos corridamente em um s6 pardgrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliograficas.

¢) no rodapé da primeira pigina devera constar endereco profissional completo de todos
os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos demais
autores (para eventualidades e confirmagcao de endereco para envio do fasciculo
impresso);d) siglas e abreviacdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por

extenso;

e) citagOes bibliogréficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até trés
autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras mindsculas ao ano,
em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, serd incluida na lista
uma s6 vez. A menc¢ao de comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados € feita no
texto somente com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos
colocados entre parénteses, ndo se usard virgula entre 0 nome do autor € 0 ano, nem
ponto-e-virgula apds cada ano; a separagdo entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas
por virgulas, exemplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et
al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada isenta do uso de caixa alta, com
os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrdo
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus varios

elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias)originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como obtidos
(sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, deverdo ser

anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd
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identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o
nome do autor; havendo possibilidade de divida, deve ser indicada a par te inferior da
figura pela palavra “pé”. Os gréaficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengdes adotadas sera
incluida preferentemente, na drea da Figura; evitar-se-4 o uso de titulo ao alto da figura.
Fotografias deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel
brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e

fotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao impressa,
somente quando a cor for elemento primordial a impressdo das figuras poderd ser em

cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com independéncia do texto) e

serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do texto.
Cada um teré seu titulo completo e serd caracterizado por dois tragos longos, um acima
e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos poderd haver outros
mais curtos, para grupamento de colunas. Nao h4 tragos verticais. Os sinais de chamada
serdo alfabéticos, recomecgando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdao

lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto

a esquerda.
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ANEXO III

NORMAS DO PERIODICO ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA E ZOOTECNIA

INSTRUCOES AOS AUTORES

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia (Brazilian Journal
of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line),
¢ editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicacdo
de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia, tecnologia e
inspecao de produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicagdo sdao submetidos a aprovacdao do Corpo
Editorial, com assessoria de especialistas da 4rea (relatores). Os artigos cujos textos
necessitarem de revisdoes ou correcdes serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para
publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (ABMVZ) citado como Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores siao

responsaveis pelos conceitos e informacdes neles contidos. Sdo imprescindiveis

originalidade, ineditismo e destinacao exclusiva ao ABMVZ.

Reproducio de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja corretamente
referenciado. Nao € permitido o uso comercial dos resultados.

A submissdo e tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente on-line, no endereco
eletronico <www.abmvz.org.br>.

Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis nos enderecos

www.scielo.br/abmvz ou www.abmvz.org.br.

Orientacio para tramitacao de artigos


http://www.abmvz.org.br/
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[1 Toda a tramitag@o dos artigos ¢é feita exclusivamente pelo Sistema de publicacido on-

line do ABMVZ no endereco www.abmvz.org.br.

[ Apenas o autor responsavel pelo artigo devera preencher a ficha de submissao, sendo

necessario o cadastro do mesmo no Sistema.

[1 Toda comunicagdo entre os diversos atores do processo de avaliacdo e publicacio
(autores, revisores e editores) serd feita exclusivamente de forma eletronica pelo
Sistema, sendo o autor responsdvel pelo artigo informado, automaticamente, por e-mail,

sobre qualquer mudancga de status do artigo.

[1 A submissdo so se completa quando anexado o texto do artigo em Word e em pdf no
campo apropriado.

[1 Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridas no texto e também enviadas, em
separado, em arquivo com extensdo jpg em alta qualidade (minimo 300dpi), zipado,
inserido no campo proprio.

[ Tabelas e graficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado, devendo ser

inseridas no corpo do artigo.

[1 E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que cada
um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de seu nome no mesmo

submetido.

1 O ABMVZ comunicara, via eletronica, a cada autor, a sua participagdo no artigo.
Caso pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participagdo como autor, o

artigo serd considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitacao encerrada.

Tipos de artigos aceitos para publicaciao:

[1 Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os
resultados sdo posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacio, Resumo, Abstract,
Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdao (ou Resultados e Discussao),
Conclusoes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O ndmero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias nao deve exceder a 30.
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[ Relato de caso

Contempla principalmente as dreas médicas, em que o resultado € anterior ao interesse
de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados ndo € planejada.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract,
Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes), Agradecimentos
(quando houver) e Referéncias.

O numero de pédginas ndo deve exceder a 10, incluindo tabelas e figuras.

O nimero de Referéncias nao deve exceder a 12.

[J Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de
publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo
cientifico.

O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiagdo deve ser compacto,
sem distincdo das secdes do texto especificadas para “Artigo cientifico”, embora
seguindo aquela ordem. Quando a Comunicagdo for redigida em portugués deve conter
um “Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um “Resumo”.

O numero de pédginas ndo deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras.

O nimero de Referéncias nao deve exceder a 12.

Preparacio dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglé€s, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se o Webster’s Third New International Dictionary.
Para ortografia em portugués adota-se o Vocabuldrio Ortogrdfico da Lingua

Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.

Formatacao do texto

[ O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secdes do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior, inferior,
direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em espacamento
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e secdes do artigo (do titulo as referéncias), com

linhas numeradas.
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[1 N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do

produto, substincia, empresa e pais.

Secoes de um artigo
[1 Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo

ultrapassar 150 digitos.

(] Autores e Filiacdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicao a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-mail
devem ser indicados com asterisco.

Nota:

1. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacdo.

2. o texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiagdo.

[] Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000
digitos incluindo os espagos, em um s6 pardgrafo. Ndo repetir o titulo e ndo acrescentar
revisdo de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-
los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informacdo. Atencdo especial as
conclusdes.

[ Palavras-chave e Keywords. No médximo cinco.

[J Introducao. Explanacio concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema,
sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias,
suficientes para balizé-la.

[] Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descri¢do
dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados devera
constar, obrigatoriamente, o numero do protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética
e/ou de Biosseguranca, quando for o caso.

] Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

1 Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacido dos cabegalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo ardbico e
ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e

do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se referir a vérias tabelas (ex.: Tab. 1,
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2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12
(o menor tamanho aceito € 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel
para o seu entendimento. As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do
texto preferencialmente apds a sua primeira citagao.

[ Figura. Compreende qualquer ilustragdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Figura 1.) e é
referida no texto como Fig seguida de ponto e do ndmero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo
se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto,
fotografias e desenhos devem também ser enviadas no formato jpg com alta qualidade,
em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de submissdo na tela de registro do
artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto
preferencialmente apds a sua primeira citacao.

Nota:

] Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacao sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente referéncia

deve figurar nas Referéncias.

[ Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem

prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

[1 Conclusoes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e
serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisao de literatura, discussdo, repeticao

de resultados e especulacoes.
[J Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

[0 Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas.
Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensdveis. Sao adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ

conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citacoes no texto
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[1 A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrup¢do na

sequéncia do texto, conforme exemplos:

(] autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anudrio...
(1987/88)

[ dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

(1 mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

[ mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica

ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.
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