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RESUMO

A presente tese foi constituida de uma revisao de literatura que aborda os principais aspectos
relacionados com a epidemiologia da paratuberculose em pequenos ruminantes no Brasil e no
mundo considerando as caracteristicas do agente, fatores de risco, medidas de controle,
impacto econdmico e potencial zoondtico da doenca. Um inquérito soro epidemioldgico foi
realizado com o intuito de identificar fatores de risco associados a ocorréncia de
paratuberculose (doenga de Johne) em caprinos leiteiros na regido semidrida do estado da
Paraiba. Foram utilizadas 727 fémeas caprinas provenientes de 86 propriedades do municipio
de Monteiro-PB. Desses seis (0,82%) foram soropositivos no teste confirmatério apds o de
triagem, e das 86 propriedades seis (6,97%) apresentaram pelo menos um animal
soropositivo. Nas propriedades positivas a frequéncia de animais reagentes variou de 5,26% a
16,60%. Os fatores de risco identificados foram: tipo de criac@o (recria e reproducdo) (odds
ratio = 36,0; IC 95% = 2,6 — 486,1; p < 0,001) e auséncia de tecnificacdo (odds ratio = 54,0;
IC 95% = 4,5 — 642,9; p < 0,001). Para andlise comparativa entre as caracteristicas
moleculares e os achados histopatolégicos quatro bovinos apds andlise clinica e
epidemioldgica foram eutanasiados e as amostras de tecidos foram coletadas e submetidas a
andlise histopatolégica e molecular. Nos bovinos A e B, a lamina prépria do jejuno, ileo e
ceco apresentava infiltrado inflamatério difuso, formado predominantemente por linfocitos
No jejuno e ileo dos bovinos C e D observou-se distorcdo e distensdo por infiltrado
inflamatério, difuso na lamina prépria e submucosa, predominantemente por macréfagos
espumosos € células epitelidides. Em todos os animais, nas seccdes coradas com Ziehl-
Neelsen havia bacilos dlcool-dcido resistentes no citoplasma de macrofagos e células
gigantes.  Das desesseis amostras analisadas para o Mycobacterium avium subs.
paratuberculosis (Map) todas foram consideradas negativas na RT-PCR. O sequenciamento
genético revelou similaridade para bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis.
Diante dos resultados encontrados sugere-se que € de fundamental importancia o diagndstico
diferencial da paratuberculose utilizando todos os recursos disponiveis sejam eles clinicos,
epidemioldgicos ou laboratoriais. E que posteriormente se faz necessario uma avaliacdo do
custo beneficio da implantacdo de um programa de controle da paratuberculose na regidao do

semidrido assim como o seu real impacto nos rebanhos estudados.

Palavras-Chaves: paratuberculose, ruminantes, epidemiologia, Paraiba, Brasil.



ABSTRACT

This thesis consisted of a literature review that addresses the main aspects related to the
epidemiology of paratuberculosis in small ruminants in Brazil and in the world considering
the characteristics of the agent, risk factors, control measures, economic impact and potential
zoonotic disease. A seroepidemiological survey was conducted in order to identify risk factors
associated with the occurrence of paratuberculosis (Johne's disease) in dairy goats in semi-
arid region of Paraiba State. 727 female goats from 86 farms in Monteiro-PB. Among the 727
animals used, 6 (0.82%) were HIV positive confirmatory test after screening, and 86
properties 6 (6.97%) had at least one positive animal. Positive properties in the frequency of
positive animals ranged from 5.26% to 16.60%. The risk factors identified were: type of
farming (growing and reproducing) (odds ratio = 36.0, 95% CI = 2.6 to 486.1, p <0.001) and
absence of technicization (odds ratio = 54.0 95% CI = 4.5 to 642.9, p <0.001). For
comparative analysis between molecular characteristics and histopathological findings after
four bovine clinical and epidemiological analysis were euthanized and samples submitted to
histopathological and molecular analysis. In cattle A and B, the lamina propria of the jejunum,
ileum and cecum showed diffuse inflammatory infiltrate, consisting mostly of lymphocytes in
the jejunum and ileum of cattle C and D was observed distortion and distension by diffuse
inflammatory infiltration in the lamina propria and submucosa predominantly by foamy
macrophages and epithelioid cells. In all animals, the sections stained with Ziehl-Neelsen had
acid-fast bacilli in the cytoplasm of macrophages and giant cells. Of the 16 samples analyzed
for Map all were negative in real-time PCR, and subjected to conventional PCR for detection
of Mycobacterium spp. observed positive results in five samples, two from the bovine C
(jejunum and ileum) and three bovine D (jejunum, ileum and mesenteric lymph nodes).
Genetic sequencing revealed similarity to bacteria of the Mycobacterium tuberculosis
complex. Considering the results suggesting that it is of fundamental importance for
differential diagnosis of paratuberculosis using all available resources be they clinical,
epidemiological or laboratory. And that later becomes necessary to evaluate the cost benefit
of deploying a paratuberculosis control program in the semiarid region and its real impact on

the herds.

Key Words: Paratuberculosis, Ruminants, Epidemiology, Paraiba, Brazil.
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INTRODUCAO

A Paratuberculose também conhecida como doenca de Johne é uma enfermidade
infecciosa cronica, causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) que
ocorre em diversas partes do mundo afetando principalmente ruminantes domésticos € com
menor frequéncia ruminantes selvagens, equinos, suinos, lebres, raposas e roedores
(RAIZMAN et al., 2005; MARAVKOVAN et al., 2008). A doenga foi descrita inicialmente
em bovinos por JOHNE; FROTHINGHAM (1895). Na espécie ovina em 1911 por
STOCKMAN e cabras por TWORT em 1912, atualmente apresenta-se distribuida na Europa,
Asia, Africa e Oceania. Nas Américas, a doenga em pequenos ruminantes tem sido descrita,
nos EUA, Mexico, Argentina, Canadd, Chile e Brasil. (KRUZE et al., 2006; PITHUA;
KOLLIAS 2012; BAUMAN 2013; OLIVEIRA et al., 2010; TRAVERIA et al., 2013). No
Brasil, a doenca de Johne foi relatada pela primeira vez, no ano de 1915, no Jornal do
Comércio, em bovinos da raca Flamenga importados da Bélgica, no entdo Posto Zootécnico
Federal de Pinheiro, no estado do Rio de Janeiro, pelo Professor Otavio Dupont (DUPONT
1915). Atualmente ha descrigdes da enfermidade em varios estados do pais e em diversas
espécies de ruminantes; estudos demonstraram que a paratuberculose estd presente em 11
estados brasileiros em bovinos, bufalos, ovinos e caprinos (YAMASAKI et al., 2013). A
paratuberculose em caprinos foi reproduzida experimentalmente por POESTER; RAMOS em
1994, e na Paraiba, OLIVEIRA et al. (2010) realizaram pela primeira vez o diagndstico

clinico e anatomopatoldgico da doenga em caprinos e ovinos.

A caprinocultura e a ovinocultura tém se destacado no agronegécio brasileiro. O
rebanho caprino nacional € estimado em 8,6 milhdes de animais, distribuido em 436 mil
estabelecimentos agropecudrios. Grande parte do rebanho caprino encontra-se no nordeste,
com énfase para Bahia, Pernambuco, Piaui, Ceard e Paraiba. J4 rebanho ovino é composto por
16,7 milhdes de animais com maior representatividade na regido Nordeste e no estado do
Rio Grande do Sul (IBGE, 2012). A Carne, o leite, a pele e a 1a estdo entre os principais
produtos envolvidos na cadeia produtiva da caprinoovinocultura. O rebanho caprino
paraibano ocupa o quinto lugar do rebanho nacional sendo que a microrregido do Cariri
Ocidental paraibano destaca-se na exploragdao da ovinocaprinocultura. A exploracio de cabras
leiteiras é uma atividade econdmica em ascensdo no Brasil. Porém, a produtividade por
animal ainda € considerada baixa. Dentre outros fatores, as doengas infecciosas, tais como a

paratuberculose,
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podem contribuir para este problema, levando a uma diminuicdo da producdo de leite e

possivel potencial zoonético.

No Brasil a bovinocultura representa uma das principais atividades lucrativas do
agronegdcio, com 212,8 milhdes de cabecas (IBGE, 2012), distribuidas em cerca de 2,67
milhdes de estabelecimentos pecudrios (IBGE, 2006), o que representa o segundo maior
rebanho mundial em nimero de cabecas, em nimero de abates e em produc¢do de carne
(USDA, 2011) e desde 2008 ¢ o maior exportador de carne bovina. E quanto a pecudria
leiteira, ocupa a sexta posicdo mundial. As principais perdas econdmicas decorrentes da
presenca da paratuberculose nos rebanhos sdo: redugdo da efici€ncia alimentar, diminui¢ao da
producdo lictea, diminuicdo da gordura e proteina do leite, reducdo do peso de abate,
diminuicdo da fertilidade e aumento na incidéncia de mastite (NIELSEN, 2011). Acredita-se
que represente perdas estimadas de US $ 200 milhdes s6 nos EUA (OTT et al., 1999) sendo
uma das doencas de importancia na producao animal (HASONOVA PAVLIK, 2006). Devido
o aumento da incidéncia nos ultimos 10 anos sugere-se que esses nimeros sejam bem maiores
(STABEL, 2007). No Reino Unido, as perdas econdmicas, em rebanhos de ovinos infectados
com paratuberculosis pode variar de 24 £ -94 £ por ovelha (CALDOW; GUNN, 2000). Em
recente trabalho realizado por Malone et al., (2013) com infec¢do experimenntal por Map
para avaliar o ganho de peso de em caprinos observou que as cabras com doenca de Johne tem
um ganho de peso reduzido quando comparado com cabras sauddveis da mesma idade
durante um periodo de seis meses , sugerindo que esse parametro inespecifico poderia ser

utilizado como ferramenta de monitoramento da infeccdo do rebanho.

O potencial zoonodtico da doenca ndo estd completamente esclarecido. Sabe-se que
10% dos animais na fase subclinica eliminam o bacilo no leite. Podendo este resistir a
pasteurizacdo e ser uma importante via de transmissdo para as populacdes humanas. Map
parece estar relacionado a etiologia da doenga de Chron como seu agente causativo, ou um
dos fatores de uma sindrome de multi etiologica. O Map foi isolado em 70% dos pacientes
com a doenga de Chron o que poderia indicar seu papel pertinente nesta infecgdo (HERMON
2000; COUSSENS 2004; SHIN et al.,2004). Diante da falta de dados a respeito da
paratuberculose no Brasil se faz necessdrio conhecer a situacdo da doenga em ruminantes na
regido semidrida do estado da Paraiba assim como a identificacdo das caracteristicas

epidemioldgicas, afim de, instituir medidas de controle e profilaxia da doenca.
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A presente tese que apresenta como tema a Paratuberculose em ruminantes na regido do
semidrido da Paraiba-Brasil. Realizado no Centro de Saide e Tecnologia Rural (CSTR) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Com a colaboracdo do Laboratério
Nacional de Agropecudria localizado na cidade de Pedro Leopoldo-MG (LANAGRO-MGQG).
Sendo composto por trés capitulos. O Capitulo I, aborda o tema: “Caracteriza¢do
epidemioldgica e fatores de risco associados a infec¢do por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis em caprinos leiteiros no semidrido brasileiro” o qual foi submetido ao
periddico Semina: Ciéncias Agrdrias. Capitulo II, com o titulo “Andlise comparativa entre a
caracterizacdo molecular e os achados histopatolégicos em bovinos suspeitos de
paratuberculose no semiarido brasileiro” submetido ao periddico, Pesquisa Veterindria
Brasileira. Capitulo III, uma revisdo de literatura com o tema: “Situacdo Epidemiologica da
paratuberculose em pequenos ruminantes, submetido ao periddico Arquivos do Instituto

Biologico.



[o - BEN @)\ D B~ W

S O

12
13

14
15

16
17
18

19
20
21
22

23
24
25

26
27
28

29
30
31
32
33

34
35
36

37
38

39
40

17

REFERENCIAS

BAUMAN, CATHY. Paratuberculosis in the Small Ruminant Dairy Industries of Ontario:
Prevalence, Risk Factors, and Test Evaluations. 2013. Tese de Doutorado. The University of
Guelph.

CALDOW, G., GUNN, G.J. Assessment of surveillance and control of Johne's disease in farm animals
in Great Britain. Trends in the incidence rate of ulcerative colitis and Crohn’s disease. Dig Dis Sci. v
29 p. 913-920, 2000.

COUSSENS, PAUL M. Model for immune responses to Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis in cattle. Infection and immunity, v. 72, n. 6, p. 3089-3096, 2004.

DUPONT O. 1915. Jornal do Comércio do Rio de Janeiro de 5.11.1915.

HASONOVA, L.; PAVLIK, I. Economic impact of paratuberculosis in dairy cattle herds: a
review. Veterinarian Medicine, v. 51, n. 5, p. 193-211, 2006.

HERMON-TAYLOR, John et al. Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in the causation
of Crohn's disease. World Journal of Gastroenterology, v. 6, n. 5, p. 630-632, 2000.

KRUZE, JUAN et al. Goat paratuberculosis in Chile: first isolation and confirmation of
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis infection in a dairy goat. Journal of veterinary
diagnostic investigation, v. 18, n. 5, p. 476-479, 2006.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Censo Agropecuario 2006: Brasil, grandes
regioes e unidades da federacdo. 2009. Disponivel em:
<http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/economia/agropecuaria/censoagro/2006/agropecuario.pdf>.
Acesso em: 05 maio 2013.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Producdo da Pecudria Municipal. 2011.
Disponivel em: <http://w w w .ibge.gov.br/home/estatistical/ec
onomia/ppm/2011/default.shtm>. Acesso em: 05 ago 2012.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pesquisa da Pecuaria Municipal.2012.
Disponivel em : < http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/economia/ppm/2012/default_pdf.shtm> .
Acesso em: 06 ago 2014

JOHNE N. & FROTHINGHAM 1. Ein eigentiimlieher Fall von Tuberculose beim Rind. Dtsch. Z.
Tiermed. 21:438- 454.1895. MAPA - Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Exportagdo. 2013. Disponivel em: <http://www.agricultura.gov.br/animal>. Acesso em: 05 maio
2013.

MORAVKOVA M., HLOZEK P., BERAN V., PAVLIK L., PREZIUSO S., CUTERI V. & BARTOS
M. Strategy for the detection and differentiation of Mycobacterium avium species in isolates and
heavily infected tissues. Res.Vet. Sci, v.85, n.2, p. :257-264, 2008.

NIELSEN, SOREN SAXMOSE; TOFT, NILS. Effect of management practices on paratuberculosis
prevalence in Danish dairy herds. Journal of dairy science, v. 94, n. 4, p. 1849-1857, 2011.

OLIVEIRA, DIEGO M. et al. Paratuberculose em caprinos e ovinos no Brasil.Pesq. Vet. Bras, v. 30,
n. 1, p. 67-72, 2010.


http://www.agricultura.gov.br/animal

(@) RV, NN W N =

[o BN

10

11
12
13

14
15
16

17
18
19
20
21

22

23
24

25
26
27

28
29
30

31
32

33

18

OLVERA M, ESTELA TERESITA et al. Deteccién de Mycobacterium avium paratuberculosis en
caprinos ubicados en una zona semi-drida en el municipio de Tecozautla Hidalgo. Revista de Salud
Animal, v. 35, n. 3, p. 182-188, 2013.

OTT, STEPHEN L., SCOTT J. WELLS, AND BRUCE A. WAGNER. "Herd-level economic losses
associated with Johne's disease on US dairy operations." Preventive veterinary medicine, v. 40, n. 3,
p. 179-192, 1999.

PITHUA P. & KOLLIAS N.S.Estimated prevalence of caprine paratuberculosis in Boer goat herds in
Missouri, USA. Vet. Med.Int, p. 1-5, 2012.

POESTER F.P & RAMOS E.T. Infec¢do experimental em caprinos com Mycobacterium
paratuberculosis de origem bovina. Ciénc. Rural, v. 24, p. 333-337, 1994.

RAIZMAN, ERAN A. et al. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis from free-ranging deer
and rabbits surrounding Minnesota dairy herds. Canadian Journal of Veterinary Research, v. 69, n.
1, p. 32, 2005.

SHIN, J.S., YOO, H.S., MCDONOUGH, S.P., CHANG, Y. Comparative antibody response of 5
recombinant antigens in related to bacterial shedding levels and development of serological diagnosis
based on 35KDa antigen for Map. J. Vet. Sci., v. 5, p. 111-117, 2004,

STABEL, JUDITH R.; KIMURA, KAYOKO; ROBBE-AUSTERMAN, SUELEE. Augmentation of
secreted and intracellular gamma interferon following johnin purified protein derivative sensitization
of cows naturally infected with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, v. 19, n. 1, p. 43-51, 2007.

STOCKMAN S.Johne's disease of sheep. J. Comp. Path. Ther, v. 24, p. 66-69, 1911.

TRAVERIA, G. E. et al. First identification of Mycobacterium avium paratuberculosis sheep strain in
Argentina. Brazilian Journal of Microbiology, v. 44, n. 3, p. 897-899, 2013.

TWORT FW, INGRAM G.L.Y. A method for isolating and cultivating Mycobacterium enteritidis
chronicae pseudotuberculosae bovis, Johne, and some experiments on the preparation of a diagnostic
vaccine for pseudotuberculous enteritis of bovines. Vet J, v. 68, p. 353-365, 1912.

USDA - United States Department of Agriculture. Production, supply and distribution online -
Livestock. 2011. Disponivel em: <http://www.fas.usda.gov/psdonline>. Acesso em: 20 maio 2013.

YAMASAKI, ELISE M. et al. Paratuberculosis in ruminants in Brasil: a review.Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v. 33, n. 2, p. 127-140, 2013.



10
11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

CAPITULO 1

Caracterizacio epidemiologica e fatores de risco associados a infeccao por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em caprinos leiteiros no semiarido
brasileiro
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Caracterizacdo epidemioldgica e fatores de risco associados a infec¢do por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis em caprinos leiteiros no semidrido brasileiro

Epidemiological characterization and risk factors associated with Mycobacterium avium

subsp. Paratuberculosis infection in dairy goats in the Brazilian semiarid

Theonys Didgenes Freitas'; Maria Luana Cristiny Rodrigues Silva'; Felicio Garino Jtnior?; Sérgio
Santos de Azevedo?; Carolina de Sousa Américo Batista Santos?; Indcio José Clementino'; Franklin

Riet-Correa Amaral?; Clebert José Alves®”

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo realizar um inquérito soro epidemiolégico e identificar fatores
de risco associados a ocorréncia de paratuberculose (doenca de Johne) em caprinos leiteiros na regido
semidrida doEstado da Paraiba. Foram utilizadas 727 fémeas caprinas provenientes de 86 propriedades
do municipio de Monteiro-PB, no periodo de mar¢o de 2009 a julho de 2011. Para o diagnéstico
sorolégico da infec¢do pelo Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (Map) foram utilizados
dois testes de ELISA indireto (triagem e confirmatério). Dos 727 animais utilizados, seis (0,82%)
foram soropositivos no teste confirmatério apds a triagem, e das 86 propriedades seis (6,97%)
apresentaram pelo menos um animal soropositivo. Nas propriedades positivas a freqiiéncia de animais
reagentes variou de 5,26% a 16,60%. Os fatores de risco identificados foram tipo de criagcdo (recria e
reproducgdo) (odds ratio= 36,0; IC 95% = 2,6 — 486,1; p < 0,001) e auséncia de tecnificacdo (odds
ratio= 54,0; 1IC 95% = 4,5 — 642,9; p < 0,001). Conclui-se que o Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis estd presente em rebanhos de caprinos leiteiros da regifo, porém, sua influéncia na
diminui¢do da produtividade assim como o risco de transmissdo para humanos através dos produtos de
origem animal devem ser objetos de estudos posteriores. Com base na andlise de fatores de risco
recomendam-se melhorias no nivel de tecnificacio das propriedades bem como no manejo do sistema

de exploragdo das matrizes caprinas.
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Palavras-chave:Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, pequenos ruminantes, epidemiologia,

controle

Abstract

The aim of this work was to conduct an epidemiological study and to identify risk factors associated
with the occurrence of paratuberculosis (Johne's disease) in dairy goats in the semiarid region of
Paraiba State. It were used 727 female goats from 86 flocks in the county of Monteiro-PB during the
period of March 2009 to July 2011. For the serological diagnosis of Mycobacterium avium subsp.
Paratuberculosis (Map) infection indirect ELISA tests (screening and confirmatory) were performed.
Of the 727 animals used six (0.82%) were seropositive at the confirmatory test after screening, and of
the 86 flocks six (6.97%) presented at least one seropositive animal. In positive flocks the frequency of
reactant animals ranged from 5.26% to 16.60%. Risk factors identified were production system
(weaning and reproduction) (odds ratio= 36.0; 95% CI = 2.6 — 486.1; p < 0,001) and absence of
technification (odds ratio= 54.0; 95% CI = 4.5 — 642.9; p < 0,001). It is concluded that
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis is present in dairy goat flocks in the region, however,
its influence on decrease of productivity as well as the risk of transmission to humans through animal
products must be subject for further works. Based on the risk factor analysis it is recommended the
increase in the technification level of the flocks as well as in the production system of the female

goats.

Palavras-chave:Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, smallruminants, epidemiology,

control

Introducao

A paratuberculose, também conhecida como doenca de Johne, é uma enfermidade infecciosa
cronica, causada pelo Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (Map) que ocorre em diversas
partes do mundo, afetando principalmente ruminantes domésticos e com uma menor freqii€ncia
ruminantes selvagens, eqiiinos, suinos, lebres, raposas e roedores (RAIZMAN et al.,
2005;MORAVKOVA et al., 2008;MOTA et al., 2010). No Brasil, a paratuberculose em caprinos foi
reproduzida experimentalmente por Poester ¢ Ramos (1994), e na Paraiba, Oliveira et al. (2010)
realizaram pela primeira vez o diagndstico clinico e anatomopatolégico da doenga em dois rebanhos

caprinos.
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A doenca pode ser transmitida pela ingestdo de alimento e dgua contaminados por fezes de
animais que eliminam o microrganismo, colostro e leite, podendo ocorrer também infeccdo intra-
uterina (MANNING et al.,, 2007). Em caprinos a principal via de transmissdo é a fecal-oral,
acometendo principalmente animais jovens, porém apds meses ou anos € que a doenca pode
manifestar os sinais clinicos. Contudo, com a infec¢a@o, os animais desenvolvem uma resposta imune e
a eliminacdo do agente no ambiente ocorre de forma intermitente (STERMAN, 1996). A doenca,
geralmente, se manifesta em animais acima de um ano de idade (CLARKE, 1997), caracterizada
principalmente por emaciagdo progressiva, podendo ou ndo ocorrer diarréia, o que difere dos bovinos,
nos quais a diarréia € um sinal clinico caracteristico (KUMAR et al., 2007; SINGH et al., 2007).

Anteriormente acreditava-se que a ocorréncia da doenca nos rebanhos brasileiros estava ligada
a importacdo de animais provenientes de dreas endémicas, porém sabe-se que este ndo € fator Unico
para a sua disseminagdo, uma vez que a infeccdo ja foi detectada em propriedades sem histérico de
importacdo (DRIEMEIER et al., 1999). Essa situacdo levanta preocupacdes do ponto de vista
epidemioldgico, pois ndo se sabe ao certo como estes rebanhos foram infectados, € nem mesmo quais
os fatores sdo responsdveis pela manutencdo do agente no ambiente.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia de propriedades positivas (focos)
e freqiiéncia de animais soropositivos para a infeccdo por Mycobacterium avium subsp.
Paratuberculosis (Map) em caprinos leiteiros do semidrido brasileiro, bem como identificar fatores de

risco, utilizando amostragem planejada.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no municipio de Monteiro (7°53’S, 37°5°W), estado da Paraiba,
Brasil. O estando dividido em quarto meso regides: Sertdo Paraibano, Borborema, Agreste Paraibano e
Mata Paraibana; e em 23 microrregides. O municipio de Monteiro fica localizado na mesorregidao da
Borborema e na microrregido do Cariri Ocidental. Monteiro é limitado ao norte pelo municipio de
Prata, ao sul pelos municipios de Sdo Sebastido do Umbuzeiro e Zabelé, a leste pelos municipios de
Camalat e Sumé, e a oeste pelos municipios de Sertinia, Iguaraci e Tuparetama, estado de
Pernambuco. O clima da regido é semidrido, com temperatura média de 22°C. A altitude é 599 metros
acima do nivel do mar. O municipio se destaca na produgdo de leite de cabra no estado da Paraiba e no
Brasil.Possui o maior efetivo de caprinos do estado, com 25.200 animais (BRASIL, 2011).

A amostragem das propriedades foi simples aleatéria a partir de quadro amostral fornecido
pelo Centro de Desenvolvimento Integrado da Caprinovinocultura da Paraiba (CENDOV). O nimero
de propriedades a serem amostradas foi calculado com o programa Epilnfo versao 6.04, com o
emprego dos seguintes parametros: prevaléncia esperada de propriedades positivas de 20% (LEEet al.,

2006), nivel de confianca de 95% e erro absoluto de 10%. De acordo com a férmula para amostras
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aleatérias simples (THRUSFIELD, 1995), e levando-se em consideragdo que havia 155 propriedades
de exploracdo de cabras leiteiras cadastradas, conforme informacdes do CENDOV, o nimero de
propriedades a serem visitadas foi de 61.

Em seguida, o nimero de caprinos a serem selecionados foi determinado individualmente por
rebanho para a detec¢do da presenca da infeccdo, utilizando a seguinte férmula (THRUSFIELD,

1995):

n= [1—(1—p}%]x(m—g')+1

Onde:

n = tamanho da amostra;

p = probabilidade de deteccdo de pelo menos um animal soropositivo;
N = tamanho do rebanho;

d = niimero de animais soropositivos no rebanho.

A probabilidade de deteccdo de pelo menos um animal soropositivo no rebanho foi
determinada no nivel de confianga de 95% (p=0,95), e o0 nimero de animais soropositivos por rebanho
(d) foi calculado assumindo prevaléncia intra-rebanho de 10% (LEE et al., 2006).

No total, foram amostradas 727 fémeas caprinas adultas procedentes de 86 propriedades.
Foram colhidos 10mlLde sanguepor pun¢do da veiajugularutilizando tubosa vdcuo. As amostrasforam
centrifugadas eos sorosforam armazenadosa -20°Caté a realizacdo da sorologia por ELISA.

No momento da coleta de sangue foi aplicado um questiondrio epidemioldgico por
propriedade, estruturado de maneira a obter dados relativos a possiveis fatores de risco associados a
ocorréncia da doenga em nivel de rebanho. Foram coletadas informagdes acerca de 29 varidveis: a
caprinocultura ser a principal atividade da propriedade; sistema de manejo;tipo de exploragdo;
finalidade de exploracdo; nimero de cabras em lactacdo; producdo diaria de leite; tamanho do
rebanho;presenca de bovinos, eqiiinos, suinos, aves e animais selvagens;presenca de plantas
toxicas;possuir assisténcia veterindria; compra de animais; alimentacdo (pastagem nativa); possuir
centro de manejo; suplementacdo mineral;possuir sala de racao;tecnificacdo (denotada pela existéncia
de energia elétrica, ordenha mecanica, tanque de resfriamento, etc.); presenca de pastagens alagadas;
presenca de roedores; realizacdo de vermifugacao;utilizacdo de piquetes de paricdo;realizacdo de
quarentena; separacdo de animais por faixa etdria; realizacdo de higiene das instalacdes com

desinfetantes; realizacdo de corte e desinfec¢do do umbigo; isolamento de animais doentes. As
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informacdes obtidas com os questionérios foram inseridas em um formuldrio eletrdnico elaborado no
programa Microsoft Access® e utilizadas na andlise de fatores de risco.

Para o diagnéstico sorolégico da infec¢do por Map, foram utilizados dois testes de ELISA: um
para triagem utilizando o kit ID Screen® Paratuberculosis Indirect Screening; e nos animais que
reagiram positivamente nesse teste, foi aplicado a prova confirmatéria utilizando o kit ID Screen®
Paratuberculosis Indirect Confirmation Test. Ambos os métodos foram realizados conforme as
recomendacdes do fabricante e seguindo as normas da Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE,
2008).

Os fatores de risco foram analisados em duas etapas: andlises univaridvel e multivaridvel. A
andlise univaridvel foi realizada com o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher (ZAR, 1999), e
as varidveis que apresentaram P < 0,20 foram submetidas a andlise multivaridvel, utilizando-se o
método stepwiseforwardde regressdo logistica (HOSMER; LEMESHOW, 2000). O nivel de
significancia da andlise multivariavel foi de 5%. O ajuste do modelo final foi verificado com o teste de
Hosmer e Lemeshow, no qual P > 0,05 indicou ajuste satisfatorio. A colinearidade entre as variaveis
independentes foi avaliada utilizando-se analise de correlacdo, e quando duas varidveis foram
fortemente correlacionadas (coeficiente de correlagdo > 0,90), apenas uma varidvel foi incluida na
andlise multivaridvel, de acordo com a plausibilidade biolégica (DOHOO et al., 1996). Os testes foram

realizados com o programa SPSS for Windows versao 20.0.

Resultado e Discussao

No Brasil, dados de ocorréncia da paratuberculose em rebanhos caprinos sdo escassos, 0 que
torna muito relevante a condugdo de estudos epidemioldgicos para verificar a condi¢@o sanitdria dos
rebanhos e dos fatores que podem contribuir para a difusido da infeccdo. A andlise sorolégica revelou
que 0,82% (seis) animais foram considerados positivos. Das 86 propriedades amostradas, 6,97% (seis)
apresentaram pelo menos um animal positivo para Map. Entre as propriedades consideradas positivas
a freqii€ncia de animais reagentes variou de 5,26 a 16,6% (Tabela 1).

Esses resultados indicam que o agente estd presente em rebanhos caprinos na regido estudada.
Em outros, vdrios trabalhos conduzidos apontaram freqiiéncias de positividade variadas. Na India,
Singh et al. (2010), utilizando o teste de ELISA, encontraram positividade em 57,1%dos caprinos
utilizados, resultado bastante diferente do encontrado neste trabalho. Por outro lado, Mendes et al.
(2004) encontraram, em Portugal, variacdo de 1,0-8,9% de positividade. J4 no Chile a freqiiéncia
encontrada por Salgado et al. (2007) foi de 14,6%. Na Cor€ia, Lee et al. (2006) também encontraram
variagdo de 4,6% a 38,2% em diferentes regides. Recentemente, Pithua e Kollias (2012) estimaram a
prevaléncia da paratuberculose em 1,9% em caprinos e 2,0% em propriedades, em uma area endémica
nos EUA, valores esses proximos aos encontrados no presente trabalho. Mercier et al. (2010),

trabalhando com caprinos leiteiros na Franca, estimaram prevaléncias de 2,9% a 6,0% em animais, e
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de 55,2% em nivel de rebanho. As diferencas nas freqiiéncias de positividade entre os vérios estudos e
o resultado encontrado neste trabalho podem ser justificadas pela sensibilidade e especificidade do
teste de ELISA, que pode variar de acordo com o rebanho, o estigio de infec¢do, assim como a
utilizacdo de diferentes kits comerciais encontrados no mercado e caracteristicas epidemioldgicas
como tipo de criacdo, manejo e taxa de lotacdo. Molina et al. (1991) relataram o uso de um ELISA em
populacdes de caprinos com diferentes prevaléncias na Espanha, observando uma sensibilidade de
88% em um grupo de cabras com histopatoldgica e cultura positivas, e especificidade de 94% em um
grupo de animais sauddveis e com cultura negativa. O que se sabe é que o desempenho do teste pode
estar associado com a prevaléncia da doenca e gravidade das lesdes. Segundo Manning et al. (2007) a
ocorréncia de linfadenitecaseosa nos rebanhos pode influenciar na diminuicdo da especificidade do
ELISA aplicado ao diagnéstico da paratuberculose, fato este que deve ser levado em consideragao,
uma vez que a linfadenitecaseosa € uma doenga com ampla ocorréncia na regido Nordeste do Brasil.O
teste pode apresentar alta sensibilidade, em torno de 75%, quando a infeccdo estd na fase clinica ou
terminal.Por outro lado, em estdgios iniciais ou latentes, a sensibilidade € baixa, de aproximadamente
15% (TIMMS et al., 2011; YAMASAKI et al., 2013).

Na andlise dos fatores de risco, as varidveis selecionadas na andlise univaridvel (Tabela 2)
foram (P < 0,20): tipo de exploracdo, presenca de eqiiideos, alimentacdo, existéncia de sala de rac#o,
tecnificacdo, presenca de pastos alagados, realizacdo de corte e desinfeccdo de umbigo. Na andlise
multivaridvel, foram identificados os seguintes fatores de risco (Tabela 3): exploracdo do tipo
recria/reproducdo(oddsratio= 36,0; IC 95% = 2,6 - 486,1; p < 0,001) e auséncia de tecnificacio
(oddsratio= 54,0; IC 95% = 4,5 - 642.,9; p < 0,001). O modelo final apresentou ajuste adequado (teste
de Hosmer e Lemeshow: P = 1,000).0 elevado valor das oddsratios dos fatores de risco pode ndo
refletir o risco real e pode ser justificado pelo pequeno niimero de propriedades positivas (n = 6). No
entanto, ambas as varidveis apresentaram significancia estatistica (P< 0,05; IC 95% da oddsratio sem
incluir o valor 1).

Embora a principal via de transmissdo da paratuberculose em caprinos seja a fecal-oral
(STERMAN et al.,, 1996), em propriedades cujo tipo de exploragdo é o de recria/reproducio,a
transmissdo intra-uterina ou através do colostro assume importancia e pode estar contribuindo para a
ocorréncia e manutencdo do agente nos rebanhos. No presente trabalho a auséncia de tecnificagdo foi
associada a maior ocorréncia de propriedades positivas. Existéncia de energia elétrica, utilizacdo de
equipamentos de ordenha, resfriamento do leite e inseminacgéo artificial sdo varidveis freqiientemente
utilizadas como indicadores do nivel de tecnificagdodas propriedades rurais (CHATE et al., 2009). A
presenca de tais préticas e infra-estrutura denota a necessidade de incorporac¢do de tecnologias e por
conseqiiéncia de técnicas e préticas sanitdrias mais adequadas, de maneira que a sua auséncia pode
influenciar de maneira significativa na manuten¢do do agente nas propriedades.

O Map representa um grande desafio para a Medicina Veterindria e em especial para a

producdo de ruminantes. Sugere-se que as medidas de controle da paratuberculose na regido estudada
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sejam pautadas em duas linhas de agdes: a primeira refere-se a alteracdo no modo de gestdo da
propriedade a fim de diminuir a transmissdo. Em propriedades com histérico da doencga pode-se incluir
a separacdo dos cabritos logo apds o nascimento, substitui¢do do colostro e melhoria nas praticas de
higiene. A segunda recomendacdo de controle inclui medidas como: aquisicio de animais
provenientes de propriedades controladas e a pratica do teste e abate com o intuito de eliminar as
possiveis fontes de infeccdo. Esta dltima apresenta como fatores limitantes a baixa disponibilidade de
diagnéstico laboratorial no pais, custo para a realizacdo dos exames e dificuldade da reposi¢cdo de
rebanho. Sabe-se que essas medidas podem ndo trazer efeitos imediatos e, conseqiientemente, sdo logo

abandonadas pelos proprietdrios e dificilmente serdo implantadas na regido.

Conclusoes

Constatou-se que a infeccdo por Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis esta presente
em rebanhos de caprinos leiteiros do semiarido paraibano, e com base na andlise de fatores de risco,
recomenda-se melhorias no nivel de tecnificagdo das propriedades bem como no manejo do sistema de
exploracdo das matrizes caprinas. H4 necessidade de realizacdo de trabalhos posteriores a fim de
identificar e quantificar a influéncia da infecc@o na diminui¢do da produtividade, assim como o risco

de transmissao do agente para humanos através de produtos de origem animal.

Referéncias

BRASIL.Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).Sistema IBGE de Recuperagdo
Automdtica - SIDRA, Pesquisa da Pecudria Municipal 2011. Disponivel
em:<http://www.ibge.gov.br/cidadesat/topwindow.htm?1>.Acessoem: 8 mai.2013.

CLARKE, C.J. The pathology and pathogenesis of paratuberculosis in ruminants and other species: a
review. JournalofComparativePathology, New York, v. 116, n. 3, p. 217-261,1997.

CHATE, S. C.; DIAS, R. A.; AMAKU, M.; FERREIRA, F.; MORAES, G. M.; COSTA NETO, A. A;
MONTEIRO, L. A. R. C.; LOBO, J. R.; FIGUEIREDO, V. C. F.; GONCALVES, V. S. P.;
FERREIRA NETO, J. S. Situacdo epidemioldgica da brucelose bovina no Estado do Mato Grosso do
Sul. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 61, supl. 1, p. 46-55,
2009.

DOHOQO, I. R.; DUCROC, C.; FOURICHON, C.; DONALD, A.; HURNIK, D. An overview of
techniques for dealing with large numbers of independent variables in epidemiologic studies.
PreventiveVeterinary Medicine,New York, v. 29, n. 3, p. 221-239, 1996.

DRIEMEIER, D.; CRUZ, C. E. F.; GOMES, M. J. P.; CORBELLINI, L. G.; LORETTI, A. P;
COLODELE, M. Aspectos clinicos e patoldgicos da paratuberculose em bovinos no Rio Grande do
Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira, Rio de Janeiro, v. 19, n. 3-4, p. 109-115, 1999.


http://www.ibge.gov.br/cidadesat/topwindow.htm?1

—
SOOI B W~

bLmunmnumanpbsh b, EDM,PEPR,DSPREDWIULLWLWLLWLLLWLWLWLWWERNDNDDNDDNDDNDDNDNDNDND = =
WL OOV NPHERNDNFLP OOV NPELWNDN,LOOXXIANANNPE WO, OOV A W -

27

HOSMER, D. W.; LEMESHOW, S. Appliedlogisticregression. New York: John Wiley & Sons, 2000.
373 p.

LEE, K. W.; JUNG, B. Y.; MOON, O. K.; YANG, D. K.; LEE, S. H.; KIM, J. Y.; KWEON, C. H.
Seroprevalence of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosisin Korean Black Goats (Capra
hircusaegagrus).Journal of Veterinary Medical Science, v. 68, n. 12, p. 1379-1381,2006.

KUMAR, P.; SINGH, S.V.; BHATIYA, A K.; SEVILLA, L; SINGH, A.V.; WHITTINGTON, R.J.;
JUSTE, R.A.; GUPTA, V.K.; SINGH, P.K.; SOHAL, J.S.; VIHAN,V.S. Juvenile capri-
paratuberculosis (JCP) in India: Incidence and characterization by six diagnostic tests. Small Ruminant
Research,v. 73, n. 1, p. 45-53, 2007.

MANNING, J. B. E.; CUSHING, H. F.; HIETALA, S.; WOLF, C. B. Impact
ofCorynebacteriumpseudotuberculosis infection on serologic surveillance for Johne's disease in goats.
Journal of Veterinary Diagnostic Investigation,v. 19, n. 2, p. 187-190,2007.

MENDES, S.; BOINAS, F.; ALBUQUERQUE, T.; FERNANDES, L.; AFONSO, A.; AMADO, A.
Epidemiological studies on paratuberculosis in small ruminants in Portugal. Epidémiologie et Santé
Animale, n. 45, p. 61-71, 2004.

MERCIER, P.; BAUDRY, C.; BEAUDEAU, F.; SEEGERS, H.; MALHER, X. Estimated prevalence
of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis infection in herds of dairy goats in
France. Veterinary Record,v. 167, n. 11, p. 412-415, 2010.

MOLINA, A.; MORERA, L.; LANES, D. Enzyme-linked immunosorbent assay for detection of
antibodies against Mycobacterium paratuberculosis in goats. American Journal of Veterinary
Research, v. 52, n. 6, p. 863-868, 1991.

MORAVKOVA, M.; HLOZEK, P.; BERAN, V.; PAVLIK, I.; PREZIUSO, S.; CUTERI, V.
BARTOS, M. Strategy for the detection and differentiation of Mycobacterium avium species in
isolates and heavily infected tissues. Research in Veterinary Science,v. 85, n. 2, p. 257-264, 2008.

MOTA, R. A.; PEIXOTO, P. V.; YAMASAKI, E. M.; MEDEIROS, E. S.; COSTA, M. M,;
PEIXOTO, R. M.; BRITO, M. F. Ocorréncia de paratuberculose em bufalos (Bubalusbubalis) em
Pernambuco. PesquisaVeterindriaBrasileira,v. 30, n. 3, p. 237-242, 2010.

OIE.World Organization for Animal Health. Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines
for Terrestrial Animals. Paratuberculosis (Johne’sdisease). 2008.Disponivel
em:<http://www.oie.int/eng/normes/mmanual>. Acesso em: 27 nov. 2011.

OLIVEIRA, D. M.; RIET-CORREA, F.; GALIZA, G. J. N.; ASSIS, A. C. O.; BANDARA, P. M,;
GARINO JR, F. Paratuberculose em caprinos e ovinos no Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira,v.
30,n. 1, p. 67-72, 2010.

PITHUA, P.; KOLLIAS, N. S. Estimatedprevalenceofcaprineparatuberculosis in Boergoatherds in
Missouri, USA. Veterinary Medicine International,v. 2012, p. 1-5, 2012.

POESTER, F. P.; RAMOS, E. T. Infeccdo experimental em caprinos com Mycobacterium
paratuberculosis de origem bovina. Ciéncia Rural, v. 24, n. 2, p. 333-337, 1994.

RAIZMAN, E. A.; WELLS, S. J.; JORDAN, P. A.; DELGIUDICE, G. D.; BEY, R.R. Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis from free ranging deer and rabbits surrounding Minnesota dairy herds.
Canadian  Journal of Veterinary Research, v. 69, n. 1, p. 32-38, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jung%20BY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moon%20OK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20DK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20JY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kweon%20CH%22%5BAuthor%5D
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.06_EIA.pdf

—_
SOOI N B W -

WWININD NN NN === == = =
— OV I NP~ WNNFR OOV WA~ WN -

98]
[\

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

28

SALGADO, M.; KRUZE, J.; COLLINS, M. T. Diagnosis of paratuberculosis by fecal culture and
ELISA on milk and serum samples in two types of Chilean dairy goat herds.Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, v. 19, n. 1, p. 99-102, 2007.

SINGH, P. K.; SINGH, S. V.; KUMAR, H.; SOHAL, J. S.; SINGH, A. V. Diagnostic application of
IS900 PCR using blood as a source sample for the detection of Mycobacterium aviumsubspecies
paratuberculosis in early subclinical cases of caprineparatuberculosis. Veterinary Medicine
International,v. 2010, p. 1-8, 2010.

SINGH, S. V.; SINGH, A. V.; SINGH, P. K.; GUPTA, V. K.; KUMAR, S.; VOHRA, J. Sero-
prevalence of paratuberculosis in young kids using 'Bison type', Mycobacterium aviumsubsp.
Paratuberculosisantigen in plate ELISA. Small Ruminant Research,v. 70, n. 2, p. 89-92, 2007.

STERMAN, S. M. Paratuberculosis in small ruminants, deer, and South American camelids. The
Veterinary Clinics of North America. Food Animal Practice,v. 12, n. 2, p. 441-445, 1996.

TIMMS, V. J.; GEHRINGER, M. M.; MITCHELL, H. M.; DASKALOPOULOS, G.; NEILAN, B.A.
How accurately can we detect Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infection? Journal of
Microbiological Methods,v. 85, n. 1, p. 1-8, 2011.

THRUSFIELD, M. Veterinary Epidemiology. 2ed. Cambridge: Blackwell Science, 1995. 479p.
YAMASAKI, E. M.; BRITO, M. F.; MOTA, R. A.; McINTOSH, D.; TOKARNIA, C.H.
Paratuberculose em ruminantes no Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira,v. 33, n. 2, p. 127-140,

2013.

ZAR, J.H. Biostatisticalanalysis. 4 ed. Upper Saddle River: Prentice Hall, 1999. 663p.



1
2

~N O\ B

29

Tabela 1- Frequéncia de caprinos soropositivos para a infeccdo por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) no semiarido paraibano, no periodo de marco de 2009 a julho de 2011.

Propriedade N° de animais examinados Animais positivos (%)
39 9 1 (11,10%)
51 11 1(9,09%)
57 6 1 (16,60%)
61 10 1 (10,00%)
77 11 1 (9,09%)
81 19 1 (5,26%)

Fonte: Elaboracido dos autores.

Tabela 2- Analise univariada para os fatores de risco associados com a infeccio por Mycobacterium
aviumsubsp. paratuberculosis (Map) em caprinos do semiarido paraibano, no periodo de marco de 2009 a
julho de 2011.

. N° total de Nci de
Variavel . propriedades P
propriedades positivas (%)
Caprinocultura € a principal atividade da propriedade
Nao 31 2(6,5)
Sim 55 4(7,3) 1,000
Sistema de Manejo
Intensiva 1 0(0,0)
Semi-intensiva 78 5(6,4)
Extensiva 7 1(14,3) 0,708
Tipo de exploragao
Cria 80 4(5)
Recria/reproducio 6 2(33,3) 0,054*
Finalidade de exploracdo
Corte/Mista 6 0(0,0)
Leite 80 6(7,5) 1,000
N° de cabras em lactagcdo
Até 14 animais 45 3(6,7)
>14 animais 41 3(7,3) 1,000
Producdo didria de leite
Até 14 litros 43 3(42,0)
>14 litros 43 3(55,9) 1,000
Tamanho do Rebanho
Até 25animais 43 3(7,0)
>25 animais 43 3(7,0) 1,000
Presenca de Bovinos
Nao 26 3(11,5)
Sim 60 3(5,0) 0,361
Presenca de eqiiideos
Nao 66 3(4,5)

Sim 20 3(15,0) 0,135%
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Presenca de suinos
Nao
Sim
Presenga de aves
Nao
Sim
Presenca de animais silvestres
Nao
Sim
Presenca de plantas toxicas
Nao
Sim
Possui assisténcia veterinéria
Nao
Sim
Realiza compra de animais
Nao
Sim
Alimentac¢ao (pastagem nativa)
Nao
Sim
Possui centro de manejo
Nao
Sim
Suplementacio mineral
Nao
Sim
Possui sala para racao
Nao
Sim
Tecnificacao
Nao
Sim
Presenca de pasto alagado
Nao
Sim
Presenca de roedores
Nao
Sim
Realiza vermifugacio
Nao
Sim
Utiliza piquetes de pari¢do
Nao
Sim
Realiza quarentena
Nao
Sim
Realiza separacdo de animais por faixa etdria

60
26

21
65

58
28

68
18

80

85

84

62
24

34
52

57

29

79

74
12

33

53

80

78

75
11

5(8,3)
1(3,8)

1(4,8)
5(7,7)

4(6,9)
2(7,1)

4(5,9)
2(11,1)

6(100,0)
0(0,0)

5(8,5)
1(3,7)

1(50,0)
5(6,0)

4(6,5)
2(8,3)

2(5,9)
4(7,7)

6(10,5)
0(0,0)

3(42,9)
3(3,8)

4(5,4)
2(16,7)

3(9.1)
3(5,7)

0(0,0)
6(7,5)

6(7,7)
0(0,0)

5(6,7)
1(9,1)

0,663

1,000

0,386

0,601

1,000

0,660

0,135%

0,670

1,000

0,093*

0,006*

0,195%

0,671

1,000

1,000

0,572
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Nio 41 3(7,3)

Sim 45 3(6,7) 1,000
Realiza higiene das Instalacdes com desinfetantes

Nao 42 4(9,5)

Sim 44 2(4,5) 0,428
Realiza corte e desinfeccdo do umbigo

Nio 57 6(10,5)

Sim 29 0(0,0) 0,930%*
Isola animais doentes

Nao 50 5(10,0)

Sim 36 1(2,8) 0,394

* Variaveis selecionadas e usadas na regressao logistica multipla (p < 0,20)

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Tabela 3- Fatores de risco associados com a infeccio por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(Map) em caprinos do semiarido paraibano, no periodo de marco de 2009 a julho de 2011, estimados por
regressao logistica multipla

Fatores de risco Oddsratio IC95% P
Exploragdo do tipo recria/reproducio 36,0 2,6 - 486,1 <0,001
Auséncia de tecnificacio 54,0 4,5-6429 <0,001

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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CAPITULO I

Aplicacio da técnica de RT-PCR na confirmacio do diagnéstico em bovinos suspeitos de
paratuberculose no semiarido paraibano-Brasil.

Artigo submetido ao periddico Pesquisa Veterindria Brasileira, Seropédica — RJ, Qualis
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Aplicacao da técnica de RT-PCR na confirmacio do diagnéstico em bovinos suspeitos de
paratuberculose no semiarido paraibano-Brasil.

Theonys D. Freitas?, Franklin R.C. Amaral?, Sérgio S. Azevedo?, Antonio F.M. Dantas?,
Rinaldo A. Mota®, Ant6nio A. Fonseca Junior®, Clebert J. Alves?”

ABSTRACT .- Freitas T.D., Amaral F.R.C., Azevedo S.S., Dantas A.F.M., Mota R.A.,
Fonseca Jinior A.A. & Alves C.J. 2014. [Comparative analysis between molecular
characterization and histopathological findings in paratuberculosis-suspected bovine in
Brazilian semiarid.] Andlise comparativa entre a caracterizacdo molecular e os achados
histopatoldgicos em bovinos suspeitos de paratuberculose no semidrido brasileiro. Pesquisa
Veterindria Brasileira x(xx):xxx-xxx. Unidade Académica de Medicina Veterinaria (UAMYV),
Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Patos, PB 58700-970, Brasil. E-mail: clebertja@uol.com.br

The objective of this study was the use of RT-PCR using fixation tissue from cattle
paratuberculosis suspects. Four animals after clinical and epidemiological analysis were
euthanized and ileum samples, cecum, jejunum and mesenteric lymph nodes were collected
and submitted to histopathological and molecular analysis. In cattle from herds A and B, the
lamina propria of the jejunum, ileum and cecum had diffuse inflammatory infiltrate composed
predominantly of lymphocytes. Was observed, too, polymorph nuclear leukocytes and
macrophages. In the jejunum and ileum of cattle herds C and D was observed distortion and
strain by inflammatory infiltrate, diffuse in and submucosa own blade, predominantly of
foamy macrophages and epithelioid cells and, to a lesser degree, lymphocytes, giant cells and
leukocytes nuclear polymorph. In all animals in sections stained with Ziehl-Neelsen staining
was acid-fast bacilli in the cytoplasm of macrophages and giant cells. However, in the case of
animals from the herd C and D, there were numerous macrophages filled with rods, while in
the case of herd animals A and B were less numerous macrophages and contained fewer rods.
Of the 16 samples analyzed for Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) all were
negative in RT-PCR. Genetic sequencing revealed similarity to bacteria of the
Mycobacterium tuberculosis complex, suggesting that it is of fundamental importance the
differential diagnosis of bovine paratuberculosis using all available resources be they clinical,
epidemiological or laboratory.

INDEX TERMS: Paratuberculosis, cattle, RT-PCR, semi-arid paraibano- Brazil.
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RESUMO.- O objetivo do presente trabalho foi uso da técnica de RT-PCR utilizando
tecidos formolizados provenientes de bovinos suspeitos de paratuberculose. Quatro
animais apoés andlise clinica e epidemioldgica foram eutanasiados e as amostras de ileo, ceco,
jejuno e linfonodo mesentérico foram coletadas e submetidas a andlise histopatoldgica e
molecular. Nos bovinos provenientes dos rebanhos A e B, a 1amina prépria do jejuno, ileo e
ceco apresentava infiltrado inflamatério difuso, formado predominantemente por linfdcitos.
Observavam-se, também, macréfagos e leucdcitos polimorfo nucleares. No jejuno e ileo dos
bovinos dos rebanhos C e D observou-se distor¢ao e distensdo por infiltrado inflamatério,
difuso na lamina prépria e submucosa, predominantemente por macréfagos espumosos e
células epitelidides e, em menor intensidade, linfécitos, células gigantes e leucdcitos
polimorfo nucleares. Em todos os animais, nas sec¢des coradas com Ziehl-Neelsen havia
bacilos dlcool-4cido resistentes no citoplasma de macréfagos e células gigantes. No entanto,
nos casos dos animais provenientes dos rebanhos C e D, havia numerosos macréfagos
repletos de bacilos, enquanto que nos casos dos animais dos rebanhos A e B os macréfagos
eram menos numerosos € continham menor niimero de bacilos. Das 16 amostras analisadas
para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) todas foram consideradas
negativas na RT-PCR. O seqiienciamento genético revelou similaridade para bactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis, sugerindo que € de fundamental importincia o
diagndstico diferencial da paratuberculose bovina utilizando todos os recursos disponiveis
sejam eles clinicos, epidemioldgicos ou laboratoriais.

TERMOS DE INDEXACAO: Paratuberculose, bovinos, RT- PCR, semidrido paraibano-
Brasil.
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INTRODUCAO

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) € o agente causal da paratuberculose
também conhecida como doenga de Johne, uma infecc@o cronica de ruminantes domésticos e
selvagens caracterizada por diarréia cronica e caquexia (Rawther et al. 2012). A principal via
de transmissdo € fecal-oral pela ingestdo de alimento ou dgua contaminados por fezes de
animais que eliminam o microorganismo, também podendo ocorrer através do colostro, leite e
infeccdo intra-uterina (Streeter et al. 1995) ou por meio de contato direto com animais
infectados (Whittington & Sargento 2001).

As principais lesdes macroscopicas ocorrem no intestino delgado, sendo caracterizadas
por acentuado espessamento da mucosa, que assume aspecto rugoso, € aumento de tamanho
dos linfonodos mesentéricos. Os principais achados histopatoldgicos consistem em enterite,
linfangite e linfadenite granulomatosas associados a presenca de bacilos dalcool-dcido
resistentes (BAAR) em macréfagos (Kreeger 1991, Chiodini et al. 1996, Driemeier et al.
1999). A mucosa e a parede do intestino sdo infiltrados com células inflamatérias formando
granulomas que danificam a integridade luminal. Da mesma forma, a inflamac¢do inibe a
capacidade do intestino de absorver nutrientes, causando hipoproteinemia e desnutricdo
(Cocitoet al. 1994, Secott et al. 2002).

Métodos bacterioldgicos, imunolégicos, patoldgicos e genéticos sdo utilizados no
diagndstico da infeccdo, porém mostram eficicias varidveis de acordo com a evolugdo da
forma cronica (Chiodini et al. 1996, Tripathi et al. 2002). O cultivo de Map a partir de fezes e
tecidos ¢ um método altamente especifico, porém demorado, podendo chegar até 12 semanas
e com baixa sensibilidade (Coccito et al. 1994). O exame histolégico € rapido, facil e barato
no diagnodstico da paratuberculose bovina. A visualizacdo aglomerados de BAAR dentro de
macréofagos, especialmente na lamina prépria e submucosa intestinal, estd associada ao
diagnostico positivo (Huda & Jensen 2003). Por outro lado, a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) é uma ferramenta de diagndstico rdpida para deteccao de Map em fezes e
tecidos com sua sensibilidade sendo compardvel com a da cultura bacteriana (Tripathiet al.
2002). Nos casos em que ocorrem falhas na cultura bacteriana, o0 método de PCR utilizando
tecidos parafinados ou fixados em formol permite o diagndstico bacteriano e auxilia na

confirmacdo de casos suspeitos de paratuberculose (Whittigtonet al. 1999, Miller
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2002). O objetivo do presente trabalho foi uso da técnica de RT-PCR utilizando tecidos
formolizados provenientes de bovinos com avaliacdo clinica e patolégica sugestiva de

paratuberculose atendidos no Hospital Veterindrio (HV) da Universidade Federal de Campina

Grande (UFCG), em Patos-PB.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas amostras provenientes de quatro rebanhos com bovinos suspeitos de
paratuberculose. Nos rebanhos A e B os dados epidemioldgicos foram coletados junto aos
produtores. Nos rebanhos C e D os dados epidemioldgicos foram coletados das fichas
clinicas do setor de Clinica de Grandes Animais do HV/UFCG, pois os produtores tinham
vendido todos os animais.

Quatro animais suspeitos foram examinados clinicamente e eutanasiados, sendo um de
cada rebanho (A, B, C e D). Durante a necropsia foram coletadas amostras de jejuno, ileo,
ceco e linfonodos mesentéricos. Os tecidos coletados foram fixados em formol a 10%. Apds a
fixacdo, as amostras foram incluidas em parafina, cortadas a Sum e coradas com
Hematoxilina e Eosina. Os fragmentos coletados foram corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen.

Para o diagndstico molecular de Map, o DNA da amostra foi extraido utilizando a
metodologia fendlica descrita por Sambrook & Russell (2012). A RT-PCR para Map foi
realizada de acordo com Irenge et al. (2009) e Sales et. al. (2013). O seqiienciamento foi

realizado em equipamento ABI3130 (Life Technologies, Estados Unidos).

Epidemiologia e sinais clinicos

No rebanho A, municipio de Sdo Mamede, havia um rebanho de 16 bovinos da raca
Holandesa e cruzas, com idade entre seis meses a oito anos. Os animais eram mantidos semi-
confinados e alimentados com concentrados (farelos de trigo e de milho). A doenca foi

caracterizada clinicamente em uma vaca, de trés anos de idade, que apresentava diarreia
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frequente e emagrecimento ha aproximadamente trés meses. No momento do exame a vaca
estava magra, com desidratacdo de aproximadamente 6%, mucosas oculares rosadas e apetite
caprichoso.

No rebanho B, municipio de Patos, havia 18 bovinos da raca Gir, Girolandoe cruzas,
de seis meses a 13 anos de idade. Os animais eram semiconfinados e suplementados com
concentrado no final da tarde. Paratuberculose foi caracterizada clinicamente em um touro de
quatro anos de idade, da raca Gir, que apresentava diarréia e emagrecimento progressivo ha
aproximadamente dois meses, alimentava-se de capim elefante e recebia concentrado no final
da tarde. No exame clinico o animal apresentava-se caquético, com desidratacdo de
aproximadamente 7%, mucosas oculares pdlidas e fezes diarréicas em pequenas quantidades.

No rebanho C, municipio de Sdo José de Espinharas, havia 100 animais SRD, de
quatro meses a oito anos de idade. Os animais eram criados no sistema de regime semi-
intensivo e no final da tarde recebiam capim elefante, palma forrageira e concentrado a base
de soja, milho e trigo. A doencga foi caracterizada clinicamente em uma vaca de trés anos e
seis meses de idade, que no final do tarde recebia capim elefante, palma forrageira e
concentrado a base de soja, milho e trigo, e apresentava emagrecimento progressivo, perda do
apetite, diarréia e diminuicdo da producdo de leite hd 20 dias. No exame clinico o animal
apresentava-se ativo, magro, com desidratacdo de aproximadamente 7% e mucosas oculares
palidas.

No rebanho D, municipio de Passagem, havia 15 animais da raga Holandesa e cruzas,
de cinco meses a nove anos de idade, e os animais eram criados intensivamente, alimentando-
se de capim elefante e grama. A paratuberculose foi caracterizada clinicamente em um touro
de trés anos de idade apresentava diminuicao do apetite e diarréia. No exame clinico o animal
apresentava-se em estacao, ativo, magro, com desidratacdo de aproximadamente 8%, mucosas

oculares rosa palida e apetite caprichoso.

Alteracoes macroscopicas

Dos quatro animais necropsiados, o bovino do rebanho C apresentava na pele areas com
crostas irregulares e avermelhadas na regidao dorsal. Todos os casos apresentavam edema do
mesentério e linfonodos mesentéricos aumentados de volume com &reas esbranqui¢adas no
cortex (Fig. 1B e 1C). O bovino do rebanho D apresentava na cavidade abdominal dois litros
de liquido translucido. Nos bovinos provenientes dos rebanhos C e D observou-se

espessamento e enrugamento do jejuno, ileo e colon (Fig. 1A) e as placas de Peyer estavam



O o0 N AN n B

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27

28
29
30
31
32

38

aumentadas de volume. Havia dreas hemorrdgicas na mucosa do intestino delgado e no
intestino grosso. Nos bovinos provenientes dos rebanhos A e B ndo foram observadas lesdes

macroscépicas.

Alteracoes microscopicas

No jejuno, ileo e ceco dos bovinos provenientes dos rebanhos C e D, observou-se a lamina
propria e a submucosa, distorcidas e distendidas por infiltrado inflamatério difuso,
predominantemente por macrofagos espumosos e células epitelidides e, em menor
intensidade, linfocitos, células gigantes e leucdcitos polimorfonucleares (Fig. 2A). O
infiltrado inflamatério na ldmina prépria causava acentuado espessamento da mucosa e havia
atrofia e fusdo das vilosidades. No ileo observava-se infiltrado granulomatoso nos foliculos
linféides e ocasionalmente infiltrado linfohistiocitdrio ao redor de vasos da serosa. Edema da
submucosa também foi observado. Os linfonodos mesentéricos apresentaram deplecao
linféide e havia infiltrado de macréfagos espumosos e células gigantes nas zonas cortical e
medular. No bovino do rebanho D observou-se infiltrado linfohistiocitdrio de intensidade
leve no figado, na regido periportal. Nos bovinos dos rebanhos A e B, a 1amina propria do
jejuno e do ileo apresentava infiltrado inflamatério difuso, formado predominantemente por
linfécitos. Observavam-se, também, macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares. Na
submucosa o infiltrado era de intensidade leve. Os linfonodos mesentéricos apresentaram
deplecdo linféide. No bovino do rebanho B observou-se infiltrado multifocal de macréfagos
espumosos e polimorfonucleares na zona cortical e medular dos linfonodos. Em todos os
animais, nas secgdes coradas com Ziehl-Neelsen, havia bacilos dlcool-4cido resistentes no
citoplasma de macréfagos e células gigantes. No entanto, nos casos dos animais dos rebanhos
C e D havia numerosos macrofagos repletos de bacilos (Fig. 2B), enquanto que nos casos dos

rebanhos A e B os macréfagos eram menos numerosos e continham menor nimero de bacilos.

RESULTADO

Das 16 amostras analisadas para Map todas foram consideradas negativas na RT-PCR. Com o
intuito de verificar a que agente pertencia 0 DNA proveniente das amostras foi realizado o
seqlienciamento genético, o qual revelou similaridade para bactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis ap0s andlise no programa Blast para comparacdo com as

seqiiéncia do GenBank.
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DISCUSSAO

Nos quatro rebanhos avaliados, as lesdes histolégicas e caracteristicas clinicas da doencga sdo
sao compativeis com paratuberculose e semelhantes a diversos outros resultados descritos
anteriormente Behr & Collins (2010) e Dalto et al. (2012). Os sinais clinicos da
paratuberculose ndo sdo especificos, e comuns a diversas enfermidades que afetam o trato
intestinal que podem causar diarréia cronica e debilidade em animais adultos. Sendo assim,
doengcas como salmonelose, parasitoses gastrointestinais e outros agentes do complexo
Mycobacterium devem ser considerados no diagndstico diferencial (Driemeier et al. 1999).
No nordeste do Brasil, Mota et al. (2009),utilizando a histéria clinica, achados
andtomo-histopatologicos (Ziehl-Neelsen), e microbioldgicos relataram o primeiro
diagndstico de paratuberculose em bovinos na Paraiba assim como no estado do Pernambuco
( Mota et al. 2007) e em outras regides do pais (Ristow et al. 2006, Yamasaki et al. 2010). A
presenca de bacilos dlcool-dcido resistentes (BAAR) no tecido lesionado pode ser considerado
sugestivo no diagndstico da paratuberculose, uma vez que diversos outros agentes do género
Mycobacterium também apresentam essa caracteristica. Segundo Mota et al. (2007) essa
técnica deve ser interpretada com cautela, uma vez que Merkal et al. (1987) evidenciaram
micobactérias em 76% dos tecidos de animais com resultado negativo de paratuberculose no
cultivo e na histopatologia. Com relacdo a sensibilidade da coloracdo de Ziehl-Neelsen em
tecidos, nos casos subclinicos o valor diagnoéstico € limitado e, nos casos clinicos, o bacilo é
detectado em apenas 46% dos casos confirmados mediante cultivo fecal. Some-se a isso o fato
de que este método € considerado répido e barato, porém ndo permite distinguir entre os
membros da familia Mycobacteriaceae (Zanini 2002) de outros microrganismos como
Corynebacterium, Nocardia e Rhodococcus, que tem as mesmas caracteristicas tintoriais

(Pritchard1988).
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A deteccdo de Map via PCR baseado na seqiiéncia IS900 pode gerar equivocos no
diagnéstico molecular devido a existéncia de seqiiéncia similares, like-IS900, em outras
espécies de micobactérias e o mesmo deve ser interpretado com cautela. Por outro lado, a
seqiiéncia F57 é considerada exclusiva do Map (Poupart et al. 1993, Englund et al. 2002).
Todas as amostras submetidas a RT-PCR utilizando a seqiiéncia de insercao IS900 e F57
foram consideradas negativas. Porém devemos levar em consideragdo que essas amostras de
tecidos encontravam-se anteriormente formolizadas e isso pode ter causado a contaminacao
com inibidores de PCR ocasionando resultados falso-negativos. O resultado referente ao
seqilienciamento genético das amostras utilizadas neste trabalho € bastante interessante tendo
em vista que o complexo Mycobacterium tuberculosis € composto pelas espécies
Mycobacterium tuberculosis, M.bovis, M. africanum, Bacille Calmette-Guérin (BCQG),
M.microti, M.canetti, M.caprae e M.pinnipedii. M. tuberculosis € M. bovis se destacam por
serem os agentes causadores da tuberculose humana e bovina, respectivamente (O’Reilly &
Daobrn 1995). Sabe-se hoje que a tuberculose bovina é uma doenca endémica e que se
encontra amplamente distribuida no Brasil. As lesdes provocadas por M. bovis tem
localizagdo preferencial nos linfonodos (mediastinicos, retro faringeos, bronquiais, parotideos,
cervicais, inguinais superficiais e mesentéricos), pulmado e figado, e também podem estar
presentes em intestino e tecido mamdrio. Nenhum dos animais utilizados neste trabalho
apresentou qualquer lesdo macroscépica sugestiva de tuberculose bovina, dificultando entdo o
resultado diferencial levando em consideragdo os exames clinicos e dados epidemioldgicos.
Esses resultados vao de encontro com as observacOes feitas por Rajeev et al. (2005), que
sugeriram que a combinacdo de testes diagndsticos como a cultura, coloragdo de Ziehl-
Neelsen e PCR sao essenciais para confirmac¢do de Map em animais infectados.

No planejamento inicial deste trabalho o objetivo principal era a confirmacdo do
diagnodstico de animais suspeitos de paratuberculose através das técnicas de RT-PCR, e os
dados clinicos, epidemioldgicos e as lesdes histopatoldgicas sugeriram que Map poderia estar
presente nos rebanhos estudados, causando prejuizos econdmicos e risco de futuro problema
zoondtico na populacdo. No entanto, o seqiienciamento genético revelou que o agente
presente nas lesOes pertencia ao complexo Mycobacterium tuberculosis, causando certa
contradicdo e ao mesmo tempo chamando atencdo para que os resultados da ocorréncia de
doencas infecciosas nos rebanhos devem ser avaliados com critério, principalmente quando se

trata de enfermidades envolvendo micobactérias, uma vez que além de apresentar uma
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gama de variacOes de espécies patogénicas e ndo patogénicas, em determinadas situacdes
podem gerar erros de diagnéstico clinico e laboratorial pela falta de atencdo das
caracteristicas especificas de cada agente, limitacdes na disponibilidade dos recursos de
diagnésticos e semelhanca que as espécies compartilham entre si do ponto de vista
morfoldgico, clinico e epidemiolégico.

Sendo assim todas as amostras de tecidos, provenientes de animais com diagndstico
clinico e lesdes compativeis com paratuberculose foram negativas na RT-PCR. E o
seqiienciamento genético revelou presenca de DNA pertencente a bactérias do complexo M.
tuberculosis mostrando que € de fundamental importincia o diagnéstico diferencial da
paratuberculose bovina utilizando todos os recursos disponiveis, sejam eles clinicos,

epidemioldgicos ou laboratoriais.
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Legenda das Figuras

Fig. 1. Material coletado durante a necropsia no rebanho C. A) Jejuno espessado com aspecto
enrugado e mucosa hemorrdgica. B) Linfonodos mesentéricos aumentados de volume. C)

superficie de corte dos linfonodos mesentéricos apresentando dreas esbranquicadas (seta).

Fig. 2. Material coletado durante a necropsia no rebanho D. A) Jejuno com infiltracdo de
macréfagos, células gigantes e linfocitos (HE, Obj. 40). B) Numerosos macréfagos repletos

de bacilos 4cido-alcool resistentes. (Coloragdo de Ziehl-Neelsen, Obj. 40).

Figura 1
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CAPITULO 111

Epidemiologia da paratuberculose em pequenos ruminantes

Artigo de revisdo submetido ao periddico Arquivos do Instituto Biolégico, Sao Paulo — SP,
Qualis B3
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Epidemiologia da paratuberculose em pequenos ruminantes

Theonys Didgenes Freitas, Sergio Santos Azevedo, Clebert Jose Alves*

RESUMO: A paratuberculose (doenca de Johne) € uma doencga crénica granulomatosa,
causada pelo Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (Map) caracterizada por enterite
cronica e perca de peso nos pequenos ruminantes. As principais perdas econdmicas
decorrentes da presenga da paratuberculose sdo reducdo da eficiéncia alimentar, diminui¢do
da producdo lactea, diminui¢do da gordura e proteina do leite, reducdo do peso de abate,
diminui¢do da fertilidade e aumento na incidéncia de mastite. O potencial zoonético da
doenca ndo estd completamente esclarecido. Sabe-se que 10% dos animais na fase subclinica
eliminam o bacilo no leite. Podendo este resistir 4 pasteurizacdo e ser uma importante via de
transmissao para as populacdes humanas. O que indica a necessidade de estudos especificos
posteriores com o intuito de determinar a sua real participacdo nos problemas relacionados a

populacdo de pequenos ruminantes em cada pais e a possibilidade de risco zoondtico.

Palavras Chaves: Paratuberculose, pequenos ruminantes, epidemiologia, revisao.

ABSTRACT: The paratuberculosis (Johne's disease) is a chronic granulomatous disease
caused by Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (Map) characterized by chronic
enteritis and weight loss in small ruminants. Is listed as a major economic losses arising from
the presence of Paratuberculosis: reduced feed efficiency, decreased milk production,
decreased fat and milk protein, reduction of body weight, decreased fertility and increased
incidence of mastitis .The zoonotic potential the disease is not completely understood. It is
known that 10% of animals with subclinical phase eliminate bacilli in milk. This can
withstand pasteurization and be an important route of transmission to human populations.
This indicates the need for further specific studies in order to determine their actual
participation in issues related to small ruminant population in each country and the possibility
of zoonotic risk to the human population.

Key words: Paratuberculosis, small ruminants, epidemiology, review.
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Introducao

A paratuberculose (doenca de Johne) € uma doenga cronica granulomatosa, causada pelo
Mycobacterium aviums subsp. paratuberculosis (Map) caracterizada por enterite cronica e
perca de peso nos pequenos ruminantes (BAUMAN, 2013). A doenca foi descrita
inicialmente em bovinos por JOHNE; FROTHINGHAM (1895), em ovinos (STOCKMAN,
1911) e em cabras (TWORT, 1912). Atualmente apresenta-se distribuida na Europa, Asia,
Africa e Oceania. Nas Américas a doenca em pequenos ruminantes tem sido descrita nos
EUA, México, Argentina, Canadd, Chile e Brasil (KRUZE et al., 2006; OLIVEIRA et
al.,2010; PITHUA; KOLLIAS 2012; BAUMAN, 2013; MENDEZ OLVERA et al., 2013;
TRAVERIA et al, 2013). No Brasil, POESTER; RAMOS (1994) reproduziram a
paratuberculose em caprinose € no estado da Paraiba. As principais perdas econdmicas
decorrentes da presenca da paratuberculose nos rebanhos sao redugdo da eficiéncia alimentar,
diminui¢do da produgdo lactea, diminui¢do da gordura e proteina do leite, reducio do peso de

abate, diminuicao da fertilidade e aumento na incidéncia de mastite (NIELSEN, 2011).

O potencial zoonético da doenga ndo estd completamente esclarecido. Sabe-se que
10% dos animais na fase subclinica eliminam o bacilo no leite, o qual pode resistir a
pasteurizacdo podendo ser uma importante via de transmiss@o para as populacdes humanas. O
Map parece estar relacionado a etiologia da doenca de Chron como seu agente causal, ou um
dos fatores da sindrome multi etiologica. Map foi isolado em 70% dos pacientes com a
doenca de Chron o que poderia indicar seu papel pertinente nesta infeccao (HERMON, 2000;
COUSSENS, 2004; SHIN et al., 2004).

Avaliacao Econdomica

7z

A paratuberculose € uma doenca que apresenta distribuicdo mundial (STABEL, 2007),
acredita-se que represente perdas estimadas de US$ 200 milhdes s6 nos EUA (OTT et
al.,1999) sendo uma das doencas de grande importancia na produc¢do animal (HASONOVA,

2006). Relatos apontam para o aumento da incidéncia nos dltimos 10 anos, sugere-se que
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esses numeros sejam bem maiores (STABEL, 2007). As perdas econdmicas provocadas por
Map sdo bastante considerdveis tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em
desenvolvimento. A maior parte das perdas ocorrem devido a fase subclinica da doenca, na
forma de perda de peso progressiva , reducdo da producdo de leite, menor valor abate e
reducdo da fertilidade. No Reino Unido, as perdas econOmicas em rebanhos de ovinos
infectados com paratuberculose podem variar de 24 £ -94 £ por ovelha (CALDOW; GUNN,
2000).

Em recente trabalho realizado por MALONE et al, (2013) com infeccdo
experiemntal por Map para avaliar o ganho de peso de em caprinos observou que as cabras
com doenca de Johne tem um ganho de peso reduzido quando comparado com cabras
sauddveis da mesma idade. Estudos com a especie ovina revelou que a doenca provoca
também reducdo na producdo de leite, e o abate precoce dos animais positivos acarreta gastos
significativos, determinando prejuizos aos produtores. Outros custos adicionais com o passar
do tempo diz respeitoa utilizacdo de teste de diagndstico e implementacdo de programas de

controle (MCKENNA et al, 2006 ; JUSTE; PEREZ, 2011).

Em ovelhas da raca Merino a infec¢do subclinica ndo parece afetar a producdo de 1a
mas pode ocorrer a reducdo do peso a medida em que a sorologia torna-se positiva
(CHAITAWEESUB et al., 1999). Na Espanha ovelhas com resultados positivos para ELISA
produziram menos leite por lactagdo do que ovelhas negativas (ADURIZ; OCARIS, 1995).
Segundo KENNEDY ; BENEDICTUS (2001) em ovinos pode ocorrer perda de 12 durante a

fase de crescimento e em cabras uma reducdo na producdo de leite e dimuni¢ado da fertilidade.

Carater Zoonotico

A doenca de Chron € uma doenga sistémica cuja principal manifestagcdo clinica-patoldgica € a
inflamacdo crdnica do intestino caracterizada por perda de peso, dor abdominal, diarréia e
mal-estar. Seu pico inicial é no final da adolescéncia para a vida adulta, com um pico
secunddrio em idosos (CHIODINI, 1989). A incidéncia da doenca tem aumentado
progressivamente nos ultimos 40 anos com 5 + 11 casos por 100.000 habitantes, na maioria
dos paises desenvolvidos incluindo os EUA (CALKINS et al., 1984; FIDLER, et al., 1994).
Estima-se que 500 mil pessoas sejam portadoras da doenca de Chron nos EUA com aumento
de 68,4 pacientes pordia e cerca de 25.000 novos casos cada ano. Em 1901, o médico escossés

T. Kennedy Dalziel notou as semelhancas histologicas entre a doenca de Johne e
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enterite cronica de um paciente (AYELE et al., 2001) e o primeiro relatério ocorreu em 1913
( DALZIEL, 1913). Porém a auséncia bacilos alcool acido-resistentes (BAAR) em cortes
histolégicos impediu-o de chegar a conclusdo de que as doengas eram causadas pelo mesmo

agente etioldgico( AYELE et al., 2001).

O tratamento com drogas imunossupressoras € a remocdo cirdrgica da por¢ao afectada
do intestino sdo usados para controlar sintomas da doen¢a de Chron , mas no momento nao ha
cura para esta doenca. Geralmente os pacientes vivem com uma dor crénica ao longo de suas
vidas. A etiologia é misteriosa e controversa, embora sugere-se que 0s pacientes sao um
grupo heterogéneo e a etiologia podem ndo ser a mesma para todos os pacientes, podendo

ocorrer também uma predisposicao genética (NASER et al., 2004).

Alguns trabalhos atuais sugerem que a mutacio em um gene no cromossoma 16,
conhecido como NOD2/CARD 15 estdo associados com a doenca de Chron (HAMPE et al.,
2001; HUGO et al. 2001; OGURA et al., 2001). Map tem a atencdo como agente causador da
doenca de Johne devido aos sinais clinicos, similaridade patoldogica e também devido ao
frequente isolamento (SECHI, et al., 2005). Map foi isolado do leite de lactantes e do sangue
de pacientes com doenca de chron , indicando que a infec¢do € sistémica como a
paratuberculose o0 que poderia indicar seu papel pertinente nesta infeccao(HERMON, 2000;

COUSSENS, 2004; NASER et al., 2004; SHIN et al., 2004).

O primeiro estudo que indicou a presenca do Map no leite pasteurizado
comercialmente foi realizado no Reino Unido no qual 1,8 % das amostras forma positivas
para a cultura de Map (GRANT, et al., 2002), desde entdo outros paises também relataram o
isolamento a paritr de produtos lacteos entre eles cita-se a Republica da Irlanda, Austrilia,
India e Canada (GAO et al., 2002; O’ REILLY et al., 2004; MCDONALD, et al., 2005;
SHANKAR et al., 2009). Sugerindo que o consumo de leite e de produtos ndo- pasteurizado
ou pasteurizado pode ser uma importante via de transmissdo de Map para populagdo

humana.

Poucos sdo os estudos que tratam da posibilidade de transmissao através de derivados
carneos apesar do frequente isolamento do Map em tecidos como intestino, linfonodos
mesentéricos, tetas e uberes (KUMAR et al., 2007; VOHRA et al., 2007; YADAYV et al.,
2008). ROSSITER; HENNING (2011) sugerem que a carne de vacas leiteiras velhas, usadas
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para fazer carne moida para consumo humano pode representar uma via de transmissdao
cruzada para os consumidores. Assim como a carne também pode sofrer contamina¢cdo com
material fecal durante o abate e processamento. Sugerindo que a eliminacdo do Map através
das fezes de animais e o descarte inadequado de carcacas e excremento humano podem
favorecer a contaminacdo dos recursos hidricos destinados ao consumo humano assim como

a manutencao do agente no ambiente (HERMON-TAYLOR, 2001; VERMAN, 2013).

O potencial zoondtico da doenca nio estd completamente esclarecido, uma recente
revisdo indicou que ndo havia provas suficientes para apoiar um nexo de causalidade entre a
doenca de Crohn e Map (WADDELL et al., 2008). Porém para alguns autores hd provas
suficientes para justificar a aplicacdo do principio da precaucio e incentivar a reducdo de Map

em animais produtores de alimentos ( FELLER et al., 2007; BEHR; KAPUR , 2008).

Etiopatogenia

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis, pertence a familia Mycobacteriaceae.
Sendo estes bastonetes aerdbicos, imdveis, catalase positiva, Gram positivos, intracelular
facultativo del-2 mmde comprimento e 0,5mm de largura comprimento (VERMAN, 2013;
BANNANTINE; STABEL, 2002) que preferencialmente se replicam dentro dos macréfagos
sendo esta uma das carcteristicas que faz a infec¢do pelo Map geralmente intrativel que é

inacessivel para muitos farmacos antimicobacterianos (COCITO et al., 1994).

Em meios de cultura sélidos apresenta-se como colonias rugosas ndo pigmentadas, de
crescimento lento podendo exigir até quatro meses para a formacdo de coldnias visiveis
necessitando da presenca da micobactina para seu desenvolvimento in vitro (LAMBRECHT;
COLLINS, 1992; KAZDA et al., 2009;). Os bacilos possuem uma membrana celular externa
e a parede celular é muito grossa, cerosa e hidréfobica devido ao seu elevado teor de acidos
micolicos (GANGADHARAM E JENKINS, 1998). Esta parede celular € uma das principais
razdes para a dificuldade na eliminacdo de infec¢des provocadas pelo Map assim como a
caracteristica de sobreviver durante um longo periodo de tempo (3-24 meses ) no solo ou na
dgua e resisténcia a produtos quimico como cloro e processos fisicos como a pasteurizacao

(GRANT et al., 1998).

Os solos 4cidos (pH baixo) favorecem sua manutencdo no ambiente ao passo que solos

alcalinos  (pH elevado) inibe a sua proliferagio (WHITTINGTON et al.,, 2005;
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MOROVKOVA et al , 2012). Evidéncias recentes comprovam a antiga crenca de que Map
também pode ter um morfotipo esporulado o que poderia explicar sua capacidade de persistir

em condicdes ambientais adversas (LAMONT et al., 2012).

Utilizando a andlise de endonuclease de restricdo e hibridizacdo de DNA, foram
detectados duas cepas de Map que sdo diferentes genotipicamente, a primeiraestirpe C isolado
a partir de amostras de bovinos e uma estirpe S proveninetes de ovinos. No entanto, uma cepa
intermedidria foi posteriormente identificada e chamada de estirpe  "intermedidrio"
(COLLINS et al. , 1990). Estas estirpes foram renomeadas tipo I (S -strain) e tipo II (C-
tensdo ), (STEVENSON et al., 2002). A estirpe intermedidria foi finalmente conhecida como
tipo III (JUAN et al.,2005; MOEBIUS et al., 2009), este grupo € considerado um subtipo do
Map I sendo composto por bactérias ndo pigmentadas (STEVENSON et al., 2009). O Tipo III
raramente foi isolado e os isolados disponiveis foram obtidos a partir de amostras de ovelhas
no Canadai, Africa do Sul, Islandia, (COLLINS et al., 1990; DE LISLE et al., 1992; DE
LISLE et al., 1993), e caprinos e bovinos taurinos de amostras provenientes da Espanha
(JUAN et al, 2005 ;CASTELLANOS et al, 2009). No Brasil ndao ha relatos quando a

classificacdo das cepas isoladas.

A principal forma de transmissdo é fecal-oral pela ingestdo de alimento ou dgua
contaminada por fezes de animais que eliminam o microrganismo sendo esta a principal via
de infec¢do em caprinos e ovinos(STEHMAN; SHULAW, 2002), também pode ocorrer
através do colostro, leite, infecc@o intra-uterina (STREETER et al., 1995) ou por meio de
contato direto com animais infectados (WHITTINGTON; SARGENTO, 2001). Ingeridas as
bactérias, as mesmas sdo transportadas através do epitélio intestinal, principalmente, através
de células M nas placas de Peyer no ileo e jejuno (MOMOTANI et al., 1988;
SIGUROARDOTTIR et al., 2005). Esta absor¢do pode ser aumentada pela presenca de
anticorpos materno ou por meio de opsonizac¢do na presenga de soro (SECOTT et al., 2002).
Uma vez que as bactérias sdo transportados através da célula H no lumen e fagocitadas por
macrofagos sub - epiteliais e células dendriticas, ocorrendo sobrevivéncia intracelular de Map
dentro de macréfagos sendo essa a chave para a sua patogenicidade (HOSTETTER et al.,
2003). O sistema imunitdrio tenta se defender das bactérias vidveis através da infiltracdo de
células inflamatérias e a formacdo de granulomas. Inicialmente, estes granulomas estdo

localizados préximos aos pontos de entrada. No entanto, as bactérias e os macréfagos
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infectados podem migrar localmente no tecido sub epitelial através de vasos linfaticos para os
noédulos linfaticos mesentéricos e através da corrente sanguinea, onde pode disseminar para

outros 6rgaos e tecido muscular (SMITH et al., 2011).

As alteracdes histopatoldgicas sdo classificadas em duas categorias: Paucibacilar e
multibacilar. A forma paucibacilar ou tubercul6ide € caracterizada por reacdo linfocitica com
poucos ou nenhuma bactéria 4cido-resistente. Por outro lado, a forma multibacilar ou
virchowiana € caracterizada por um grande nimero de macréfagos e células epitelidides em
conjunto com grande numeros de bactérias acido-resistente (CLARKE; LITTLE, 1996;
CLARKE, 1997). A forma multibacilar representa o estado mais grave e € quase sempre
associada com doenca clinica associada com uma forte resposta imune humoral e uma baixa
imunidade celular, sendo considerada irreversivel com uma alta eliminacdo do Map através
das fezes (REDDACLIFF et al., 2010; KAWAII et al., 2011). No entanto, casos clinicos
também foram relatados a partir de animais com uma forma paucibacilar (DENNIS et al.,
2011). O tecido intestinal e sub epiteliais sdo constantemente infiltrados com células
inflamatérias ocasionando o aumento do ndmero e tamanho dos granulomas formados
danificando a integridade luminal. Da mesma forma a inflamacdo inibe a capacidade do
intestino de absorver nutrientes causando uma hipoproteinemia e desnutricao (COCITO et al.,

1994; SECOTT et al., 2002).

Os ovinos e caprinos jovens sao mais susceptiveis contudo os animais adultos podem
ainda ser infectados porém se faz necessario doses mais altas de bactérias e o periodo de
incubacdo é mais longo .Em ovinos e caprinos a doenga clinica geralmente se manifesta em
animais acima de um ano de idade, manifestando-se principalmente por emaciacdo
progressiva. Em ambas as espécies, a diarréia ndo € grave ou estd ausente, um aspecto
diferente dos bovinos nos quais a diarréia é um sinal clinico caracteristico (KUMAR et al.,

2007; SINGH et al., 2007).

Situacido Epidemioldgica Atual

Paratuberculose em caprinos e ovinos tem sido documentado em diversas partes domundo,
incluindo o Brasil (OLIVEIRA et al., 2010), ainda pouco se sabe sobre a prevaléncia global
nestas espécies (KOSTOULAS et al., 2006; NIELSEN; TOFT, 2009; PITHUA; KOLLIAS,
2012). A prevaléncia da infeccdo € dificil de estimar devido a falta de estudos

epidemioldgicos e a padronizacdo de testes em pequenos ruminates naturalmente infectados.
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1 Porém vérios trabalhos isolados tem sido publicado por diversos autores que na grande
2 maioria das vezes os desenhos epidemioldgicos ndo tem sido conduzidos de forma que possa
3  estimar a real prevaléncia da doenga, um levantamento bibliografico das publicag¢des sobre
4  prevaléncia em caprinos e ovinos entre os anos de 2000 a 2013 estdo apresentados na Tabela
5 1.
6 A maioria das pesquisas sobre paratuberculose em ovinos até o momento envolve
7  animais de carne e estudos limitados foram realizados em ovelhas com producdo litea
8 (WHITTINGTON et al., 2000; GUMBER et al, 2006 ; KOSTOULAS et al., 2006; ROBBE-
9 AUSTERMAN et al., 2011). Um estudo realizado em um abatedouro de ovelhas em Quebec ,
10 no Canada estimou uma prevaléncia de 3% (ARSENAULT et al., 2003). Este valor é
11 provavelmente uma sub-representacdo da prevaléncia uma vez quemuitos casos da doencga
12 clinica podem ter sido removidos durante a inspecdo ante-mortem ou morreram na
13 exploragdo.
14  Tabela 1- Levantamento bibliografico sobre prevaléncia em caprinos e ovinos entre os anos de
15 2000 a2013.
Espécie Pais Ano Prevaléncia (%) Autores
Caprino/Ovino Eslovénia 2000 3,5 '(OCEPEK et al., 2002)
Ovino Croacia 2001 0,6 (CVETNIC, 2002)
Caprino Crodcia 2001 0,0
Ovino Iran 2002 0,9 (HAJL, 2002)
Caprino Iran 2002 1,4
Caprino Noruega 2002 1,1 (MORK et al., 2003)
Ovino Noruega 2002 0,3
_ o (SERGEANT;
Ovino Australia 2002 2,4 BALDOCK 2002)
. ) (ARSENAULT, et al,
Ovino Canada 2003 3,0 2003)
Caprino/Ovino Portugal 2004 1,0-8,9 (MENDES et al., 2004)
Caprinos Coréia 2006 4,6-38,2 (LEE 2006)
_ o (KUMAR; TRIPATHI
Ovino India 2007 2,2 2007)
Ovino Portugal 2007 6,4 (COELHO et al., 2007)
. . (AHMAD M. AL-
Ovino Jordania 2008 22,1 MAJOLL 2008)
Caprino Jordania 2008 18,1
Ovino Portugal 2008 6,4-15.4 (COELHO et al., 2008)
Ovino India 2008 11,6 (TRIPATHI et al., 2007)
Caprino India 2008 4,0
Caprino Brasil 2010 44,86 (OLIVEIRA et al., 2010)
Ovino Brasil 2010 52,96
Caprino India 2010 57,1 (SINGH, 2010)
Caprino Franca 2010 2,9-6,0 (MERCIER, 2010)
Ovino Italia 2011 6,29 (ATTILI et al., 2011)
. (PITHUA;  KOLLIAS
Caprino EUA 2012 1.9 2012)
Caprino/Ovino Alemanha 2012 15,0 (STAU et al.,2012)
Caprino Canada 2013 79,3 (BAUMAN, 2013)
Ovino Canada 2013 57,1 (BAUMAN, 2013)
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De acordo com WHITLOCK; BUERGELT (1996), para cada caso clinico detectado,
até mais 25 animais da mesma fazenda podem estar infectados. Em um estudo de revisao
sobre a prevaléncia de Map em rebanhos caprinos e ovino na Europa os autores afirmam que
nao existem dados com estimativas de prevaléncia precisas e imparciais entre 0os pequenos
ruminates neste continente embora o diagnostico tenha sido realizado em rebanhos caprinos e
ovinos em diversos paises (NIELSEN; TOFT, 2009). O maior estudo realizado neste
continente foi realizado na Eslovénia onde 12.578 ovinos e caprinos foram testados e 440
(3,5%)foram considerados positivos (OCEPEK et al., 2002). Recentemente na Alemanha
STAU et al. (2012) em um estudo sobre a situacdo epidemioldgica de Map, revelou uma

soroprevaléncia de 15% em animais e 65% em rebanho.

Embora a doenca tenha uma descricdo de distribuicdo mundial € dificil afirmar se
todos os paises do mundo devem ter alguma preocupacdo com esta doenca em seu rebanho
(OKUNI, 2008) . No continente Africano COLLINS; MANNING (1997) relatou que havia
informacdes de apenas 6 dos 12 paises do continente. MICHEL; BASTIANELLO (2000)
publicou um artigo em que paratuberculose ovina foi descrita como uma doenga emergente na
Africa do Sul com uma prevaléncia significativa no leste e oeste da cidade do Cabo, Estado
Livre de Orange e Mpumalanga, do mesmo modo, = ARADAIB et al. (2005) relataram a
ocorréncia do Map em uma cabra Anglo Nubiana. Estudos recentes indicam que a doencga esta
presente em pequenos ruminates emalgumas areas do Suddao sendo Map reconhecido como
um problema emergente em ovinos na Africa do Sul enquanto estudos de frequencia da
doenca tem sido documentado em Camardes , Uganda e Sudaio (MOHAMMED et al., 2010;
OKUNTI et al , 2011; MOHAMMED; MOHAMMED, 2012).

Um estudo transversal realizado na Jordania por AHMAD M. AL-MAJALI (2008)
para investigar alguns aspectos epidemioldgicos da paratuberculose em rebanhos de pequenos
ruminantes localizados em duas provincias no sul da Jordania totalizando 320 ovelhas e 300
cabras em 38 e 24 propriedades respectivamente observou uma prevaléncia individual de
paratuberculose em ovelhas de 22,1 % e & nivel de rebanho de 50%. Em cabras, a prevaléncia
individual foi 18,1% e a nivel derebanho 45,8 %, respectivamente. Na Libia SHARIF et al.

(2013) confirmaram o primeiro relato de Map em um rebanho de ovinos nesse pais.

Na Australia em 2002, a taxa média de mortalidade de ovinos foi estimada em 6,2%

em 12 fazendas com uma variacdo (2,1-17,5 %) e de 7,8% (variacdo de 1,8 para 14,6%) em
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2003 (BUSH, 2006) . Na India estimuo uma morbidade del8,7% e mortalidade de 14% em
cabras da regido Norte do pais (SINGH, 1992). Também na India em um periodo de 7 anos
(1990-1997) um estudo revelou uma alta morbidade (27,1 - 75,1%) e mortalidade (8,1-19,1
%) em cabras e uma morbidade (29.0 - 61,7 %) e mortalidade (4,6-24,8 %) em ovelhas (
BHAGWAN, 1997).

Nos Estados Unidos PITHUA; KOLLIAS (2012) trabalhando com caprinos da raga
Boer no estado do Missuri estimaram a prevaléncia animal,dentro de-rebanho, entre-rebanho
eml,4% (IC 95%= 0,1a 3,6%), 3% (IC 95% =0 a 6%), e54,7% (95% CI=28,2-86,2%),
respectivamente. Confirmando que a infec¢doé endémica por Map em rebanhos caprinos Boer

nesse estado.

No Canada BAUMAN (2013) em um estudo transversal em 29 rebanhos caprinos e 21
rebanhos ovinos localizados em Ontdrio identificou a nivel de rebanho uma prevaléncia
aparente global de 79,3% em rebanhos de caprinos e 57,1 % em rebanhos ovinos utilizando
testes de PCR/ ELISA e quando a cultura de fezes foi o padrdo de referéncia a prevaléncia a
nivel de rebanho foi 83,0% e 66,8% em cada populacdo respectivamente, indicando uma alta
prevaléncia e a necessidade da implementacdo de um programa de controle de Map nessa

regido.

MENDEZ OLVERA et al. (2013) utilizando trés métodos diferentes para a detecc¢io do
Map em cabras nos México revelaram que das 139 amostras analisados , sete deles foram
positivas por PCR, seis foram positivas pelo Ziehl-Neelsen e cinco amostras foram positivas
para ELISA, sendo este o primeiro trabalho de relato da presenca de Map no pais.
TRAVERIA et al. (2013) na Argentina identificaram genotipicamente pela primeira vez uma
uma cepa ovelha (S) tensdo utilizando 1S900-PCR . A cepa S foi comparada com o Mao
(C)usando linhagens 1S1311 andlise endonuclease PCR-restricio (PCR-REA), polimorfismo
de fragmentos de PCR multiplex e de restricdo (RFLP). No Chile, KRUZE et al. (2006)
identificou pela primeira vez a o Map em um caprino leiteiro da raca Sannen com sinais
clinicos caracteristicos da forma paucibacilar confirmado a partir da bacteriologia, sorologia

e PCR.

No Brasil dados a respeito do Map em pequenos ruminantes Sa0 €scassos € as
referéncias encontradas sdo na regido sudeste no estado de Sdo Paulo (JACINTHO et al.,
2009) e na regiao nordeste no estado da Paraiba (OLIVEIRA et al., 2010). No estado da

Paraiba utilizando o Elisa foi determinada a presenca de anticorpos para Map em amostras de
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soro de 734 caprinos e 392 ovinos, sem sinais clinicos aparentes, provenientes de 14
municipios do semidrido Paraibano. Em caprinos, a freqii€éncia média de anticorpos de 44,86+
2291% e em ovinos foi de 52,96+31,49. Das 46 propriedades estudadas, 44 (95,65%)
apresentaram pelo menos um animal soropositivo. Nos 14 municipios avaliados houve
presenca de animais sorologicamente positivos, variando de 20% a 70%. Por outro lado,
FREITAS* et al. (2014) trabalhando 727 fémeas caprinas provenientes de 86 propriedades
do municipio de Monteiro-PB, no periodo de mar¢o de 2009 a julho de 2011 utilizando testes
de ELISA identificou que apenas 6 (0,82%) foram soropositivos no teste confirmatério apds a
triagem, e das 86 propriedades 6 (6,97%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo.
Nas propriedades positivas a freqiiéncia de animais reagentes variou de 5,26% a 16,60%. A
variacdo de resultados encontrados na regido estudada pode esta relacionada com a
sensibilidade e especificidade dos testes utilizados na pesquisa. Indicando que outras
ferramentas de diagndstico com o isolamento e biologia molecular devem ser utilizadas para
determinar a real participacdo de Map em caprinos e ovinos do pais assim como a sua
importancia do ponto de vista sanitdrio e econdmico nos rebanhos Brasileiros. Se fazendo
necessdrios que trabalhos relacionados com a prevaléncia e incidéncia em pequenos

ruminantes sejam realizados posteriormente.

Aspectos relevantes aos fatores de risco associados a presenca do agente

Em rebanhos caprinos e ovinos existe uma limitagdo muito importante dessas avaliagdes de
risco devido a escassez de dados precisos, relevantes e compardveis de prevaléncia em todos
paises (GARDNER et al., 2000; LAMMERDING; FAZIL, 2000). Porém, trabalhos isolados
tém sido realizados a fim de identificar possiveis fatores de risco relacionados a ocorréncia e
manutencdo do agente nos rebanhos que podem ser observados na Tabela 2 a partir do
levantamento bilbiografico das publicacOes entre os anos de 2000 a 2013 relacionados aos

fatores de risco em pequenos ruminantes.

* FREITAS, T.D. Paratuberculose em ruminates na regido do semidrido Paraibano-Brasil. Parte do trabalho da
tese a ser publicada.
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Tabela 2- Levantamento bibliografico dos possiveis fatores de risco relacionados a
ocorréncia e manutengdo do agente nos rebanhos.

Pais

Australia

Espécie
Ovino

Ovino

Fator de Risco
Aplicacido de fertilizantes.
Manejo do rebanho.

Tipo de solo.

Criacdes em condicdes
deficientes de higienizacdo
e limpeza.

Altataxa de lota¢do durante
o parto.

Abate de ovinos baixo peso
corporal.

Partilha de estradas.

Autor
(TORIBIO; HITTINGTON 2005)

(DHAND et al., 2007)

Brasil

Caprino

Tipo de criacdo.
Auséncia de tecnificacio.

(* FREITAS et al., 2014)

Canada

Ovino

Deficiéncias em
biosseguranca.
Gestao nas propriedades

(BAUMAN, 2013)

Espanha

Ovino/Caprino

Ovino

Tamanho entre 200-400
animais.

Presenca de racas
estrangeiras e seus
cruzamentos.

Taxas de substitui¢ao
elevada.

Baixo pH do solo.

MAINAR-JAIME E VAZQUEZ
BOLAND 1998)

(REVIRIEGO et al., 2000)

Jordania

Ovino/caprino

Criacdo consorciada mista.

Pastoreio nas areas comuns.

Adig¢do de novos animais.

(AHMAD M. AL-MAJALI 2008)

Portugal

Animais de raga pura
Tamanho de rebanho entre
31-60 animais.

Abate durante a temporada
de primavera-verao.
Utilizagdo de tratamento
anti — parasitdrio somente
com ivermectina.

Uso de Albendazol com
outro tratamento anti-
parasitdrio e o uso de
associacdes de Closantel e
Mebendazol.

(COELHO et al., 2007)

* FREITAS, T.D. Paratuberculose em ruminates na regido do semidrido Paraibano-Brasil. Parte do trabalho da

tese a ser publicada.

Trabalho de pesquisa realizado por BAUMAN (2013) identificou a deficiéncia em

biosseguranca e gestdo nas propriedades como fatores de riscos em ovinos leiteiros no

Canada. A biosseguranca tem se destacado como um fator de risco para paratuberculose em

ovinos em outros estudos (REVIRIEGO et al., 2000; DHAND et al., 2010) sendo a chave

para muitos programas de controle de doencas infecciosas. Na Jordania, AHMAD M. AL-
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MAIJALI (2008) trabalhando com caprinos e ovinos e utilizando um modelo de regressao
logistica revelou que a criacdo consorciada mista, o pastoreio nas dreas comuns e a adi¢dao de

novos animais foram identificados como fatores de risco.

Analisando o trabalho de COELHO et al. (2007) em Portugal,0 mesmo, identificou os
seguintes fatores de risco:animais de raca pura;tamanho de rebanho entre 31-60 cabeca; abate
durante a temporada de primavera-verdo; utilizacdo de tratamento anti - parasitario , tais como
ivermectina como o Unico medicamento anti - parasitdrio; uso de Albendazol com outro
tratamento anti- parasitario e o uso de associagdes de Closantel e Mebendazol. Em contraste
foram considerados fatores a protecdo contra paratuberculose ndo espalhar esterco nos
campos a serem utilizados para pastagem e impedir o acesso as areas onde o estrume é

armazenado .

Relatos de DHAND et al. (2007) na Austrdlia, informou que foi identificado os
seguintes fatores de risco em ovinos: criacdes em condi¢des deficientes de higienizacdo e
limpeza; alta taxa de lotacao durante o parto, abate de ovinos baixo peso corporal , partilha de
estradas entre fazendas vizinhas e alta freqiiéncia de aplicacdo de fertilizantes. Na regido de
Madri na Espanha MAINAR-JAIME; VAZQUEZ-BOLAND (1998) observaram que os
rebanhos que apresentava tamanho entre 200-400 cabeca, a presenca de racas estrangeiras e
seus cruzamentos assim como as taxas de substitui¢do elevada foram associadas ao Map. Em
contrapartida, a adesdo a uma associacdo de profissionais especializados foi apontado como

um fator de protecao contra Map.

No Brasil FREITAS et al. (2014) em caprinos leiteiros na regido semiarida do Estado
da Paraiba utilizando 727 fémeas caprinas provenientes de 86 propriedades identificaram:
tipo de criacdo (recria e reproducdo) e auséncia de tecnificacdo como fatores de risco para
manutencdo de Map nos rebanhos. H4 muitos fatores de risco associados com a propagacgao e
persisténcia de Map em rebanhos bovinos. Estes fatores incluem: presenca de um animal
infectado dentro de um rebanho, condi¢des climdticas imidas , alta densidade, alimentacdo de
bezerros, a acidez dos solos, entre outros fatores (MUSKENS et al., 2003). Muito pode ser
aprendido e extrapolados a partir dos programas de controle de gado leiteiro , mas hd
diferencas importantes para os pequenos ruminantes que precisam ser considerados para

maximizar a absorcao e sucesso dessas estratégias.
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Controle da Paratuberculose em pequenos ruminantes

O controle da paratuberculose é um grande desafio devido as caracteristicas relacionadas ao
agente uma vez que o mesmo possui a capacidade de sobreviver durante um longo periodo
de tempo mesmo sob condi¢cdes ambientais extremas, assim como a sua capacidade para
infectar hospedeiros de varias espécies (PICKUP et al., 2006) . Outro fator de que deve ser
levado em consideragdo € a incapacidade dos testes de diagndstico para detectar os animais

com infeccdo subclinica.

As agdes de controle estdo correlacionadas com intervencdes de gestdo projetadas para
limitar a introducdo do agente no rebanho assim como a transmissao do patégeno (OTT et al.,
1999; PENCE et al, 2003). As praticas de controle da paratuberculose em pequenos
ruminantes atualmente estdo divididas emtrés métodos: vacinacdo; teste e abate dos animais
positivos e a implementagcdo de préticas de gestdo para reduzir a transmissdo no rebanho e

entre fazendas (BASTIDA; JUSTE, 2011).

Nos projetos de programa de controle devem ser levados em consideracdo os aspectos
relacionados ao objetivo principal da fazenda (criacao ou producdo) e a prevaléncia da doenca
dentro da fazenda que ird ajudar a determinar se a erradicacdo ou controle serd o método de

escolha (COLLINS et al., 1994).

Vacinacao

A vacinag¢do € uma alternativa ao problema de paratuberculose em todo o mundo, talvez,
marcando a diferenca entre ndo fazer nada e fazer progressos no sentido de controle da doenga
(JUSTE et al., 2009). A principal desvantagem da vacinag@o € que os animais vacinados nao
podem ser diferenciados dos animais infectadose além disso pode ocorrer interferéncia com a
sorologia da tuberculose. Porém segundo PEREZ DE VAL (2012) os efeitos da interferéncia
da vacinacdo de paratuberculose em caprinos no diagndstico da tuberculose pode ser

minimizado com a utiliza¢do de novas tecnologias.

A vacinagdo em caprinos contra paratuberculose esta atualmente em uso na Espanha,

Holanda, Franca, Noruega e India. Em 49 ensaios de vacinacdo em ovinos os efeitos positivos
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foram observados em 94 % dos casos e noscaprinos os efeitos positivos foram de 92% dos
casos relatados em 24 estudos (JUSTE; PEREZ , 2011). A estratégia de vacinacio no controle
da paratuberculose em pequenos ruminantes é considerada uma boa ferramenta de controle
podendo previnir os casos clinicos e portanto pode levar ao aumento da producdo em uma
relacdo altamente rentdvel do ponto de vista do custo beneficio. Nao ha restricoes quanto a
vacinag¢do em ovelhas, mas a possibilidade de interferéncias com diagndstico de tuberculose

deve ser levado em conta em caprinos (JUSTE; PEREZ, 2011).

Na India utilizando uma cepa local a vacinacdo reduziu significativamente a morbidade ,
mortalidade, reducdo dos sinais clinicos e proporcionou uma maior imunidade em rebanhos
caprinos e ovinos naturalmente infectado em areas endémica(SINGH et al., 2007; 2010;
2011; 2013, SHROFF et al., 2013). Portanto a vacina desenvolvida nesse pais contra a doenca
de Johne apresenta tanto caracter terapéutico como preventivo e uso rotineiro pode reduzir a

carga global da doenca.

Praticas de Gestao nas Propriedades

As intervengdes relacionadas as préticas de gestao t€ém como objetivo diminuir a possibilidade
de contato dos animais jovens suscetiveis com o agente assim como a elimina¢do do Map no
ambiente. Isso envolve a remocao de cordeiros e cabritos imediatamente apOs nascimento,
alimentando com colostro tratado termicamente ou usar um produto de substituicdo de
colostro com menor como umsucedaneo comercial. Isolar os animais de reposi¢do do restante
do rebanho e qualquer ambiente que podem ter sido contaminados com seu estrume, evitar a
adubacdo de pastagens com esterco, melhoria nas condi¢des dehigiene das instalagdes e a
eliminagdo de praticas que possam trazer alimentos ou materiais de outras fazendas. Além
disso, a introduc¢do de novos animais nao deve ser negligenciada e o diagndstico dos animais
de reposicao deve ser levado em consideragdao (MUSKENS et al., 2003; WHITTINGTON et
al., 2005). Tais medidas ndo fornecem resultados imediatos € o maior beneficio promovidos

por essas estratégias estdo relacionados com a reducdo no risco de transmissdo do agente.
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Teste e Abate dos Animais

A estratégia de teste e abate dos animais no controle da paratuberculose em pequenos
ruminates esbarra na problemética da baixa sensibilidade e o alto custo para os produtores (
BASTIDA; JUSTE, 2011). Os vérios kits de ELISA para diagndstico disponiveis no
mercadotém especificidade e sensibilidade varidvel (DIEGUEZ et al., 2009; SINGH et al.,
2007) afectando seriamente os programas de controle. A Cultura fecal é considerada o teste
mais sensivel e o mais provdvel para detectar animais na fase precoce da doenca, porém
apresenta como desvantagens o alto custo e tempo de retorno longo assim como durante esse
periodo o animal infectado continuaré eliminado o agente no ambiente (ZIMMER et al., 1999;

WHITLOCK et al., 2000).

Abate dos animais, baseado na utilizacio do PCR também foram testadas, porém
parece ser uma ferramenta promissora. A cultura fecal foi recentemente substituida na
Holanda por testes baseados em PCR para o controle da paratuberculose (BASTIDA;
RAMON, 2011). A utilizacdo do PCR a partir de fezes € crescente, no entanto apresenta
como desvantagem a sua incapacidade para distinguir entre animais verdadeiramente
infectados, os que recentemente ingeriram as bactéria (BEHR; COLLINS, 2010). Em nivel de
campo tanto PCR como ELISA ainda ndo tiveram sua eficiencia comprovada nas estratégias
de controle. Portanto a decisdo de animais para abate sempre sofrem com suspeita de falso
positivo e do falso negativo. O controle da doenga e o seu processo € lento emuita as vezes se
faz necessdrio que constantimente as medidas aplicadas sejam avaliadas e readaptadas de

acordo com a realidade atual de cada rebanho.

Consideracoes Finais

A paratuberculose atualmente esta presente em diversas regides do mundo nos rebanhos
caprinos € ovinos com variagdes significativas do ponto de vista epidemioldgico tanto no que
se diz respeito a sua participacdo nas perdas econdmicas assim como sua importancia de
cardter zoonoOtico nessas espécies. O que indica a necessidade de estudos especificos
posteriores com o intuito de determinar a sua real participacdo nos problemas relacionados a

populacdo de pequenos ruminantes em cada pais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados encontrados no presente trabalho ndo permitem afirmar que a
paratuberculose em ruminantes na regido do semiarido da Paraiba-Brasil, seja uma
enfermidade que esteja causando prejuizos econOmicos relevantes nos rebanhos ou que
apresente algum potencial de risco para populacdo. Uma vez que, os resultados referentes a
sorologia em pequenos ruminantes leiteiros foram considerados baixos. E no que se refere aos
bovinos com suspeitas clinicas e lesdes sugestivas de paratubeculose quando analisado do
ponto de vista molecular ndo se obteve o resultado que identificasse a presenca do agente nas
lesdes. Isso ndo significa dizer que o agente ndo esteja presente na drea estudada uma vez que
os dados de inquéritos soro epidemioldgicos realizados anteriormente na regido mostraram

evidéncias da possivel presenca do agente nos rebanhos.

Devemos também levar em consideracdo os aspectos relacionados 4s caracteristicas
regionais onde esse trabalho foi conduzido, em que, durante a realizacdo do mesmo essa
regido passou por dois longos periodos de estiagem considerados um dos maiores ja
registrados, que de certa forma causou a morte de grande parte do rebanho e
conseqiientemente a diminuicdo das possiveis fontes de infeccdo provocando verdadeiros
vazios sanitdrios em toda regido. Além disso, aliado a temperaturas elevadas, exposi¢do a
radiacOes solares, baixa umidade e caracteristicas de solo da 4rea de estudo que sdo
considerados em sua grande parte alcalinos, todos esses fatores podem ter contribuindo de
certa forma para diminuicdo da resisténcia do agente no ambiente e sua identificacdo nesse

estudo.

Dessa forma, sugerimos que trabalhos posteriores sejam realizados quando houve o
incremento da cadeia de producdo e o aumento da populacdo de ruminantes na &rea, para
avaliar de forma efetiva a real importancia da paratuberculose na regido do semidrido da
Paraiba-Brasil, utilizando todos os recursos disponiveis sejam eles epidemioldgicos, clinicos

ou laboratoriais. E que medidas de controle e profilaxia sejam implementadas posteriormente.
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b) Comunicagdes cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 16 citagdes e no maximo duas
tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

Relatos de casos: No maximo 10 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12 citagbes e no maximo duas tabelas
ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

c) Artigos de revisdo: no maximo 25 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas.

b

=

Apresentacio dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicagBes, relatos de casos e revisdes podem ser escritos em portugués, inglés ou
espanhol, no editor de texto Word for Windows, com espagamento 1,5, em papel A4, fonte Times New Roman, tamanho 11
normal, com margens esquerda e direita de 2 cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-se o numero de paginas,
devidamente numeradas, de acordo com a categoria do trabalho. Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e Tabelas serdo
numeradas em algarismos arabicos e devem estar separadas no final do trabalho.

As figuras e tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou 16 cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se
houver a necessidade de dimensdes maiores, no processo de editoracdo haverd redugdo para as referidas dimensdes. As
legendas das figuras deverdo ser colocadas em folha separada obedecendo a ordem numérica de citagdo no texto. Fotografias
devem ser identificadas no verso e desenhos e grafico na parte frontal inferior pelos seus respectivos nimeros do texto e nome
do primeiro autor. Quando necessario deve ser indicado qual é a parte superior da figura para o seu correto posicionamento no
texto.

Preparaciao dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizagdo dos topicos: Titulo; Titulo em inglés;
Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras); Abstract com Key words (no maximo seis palavras); Introducdo;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo com as conclusdes no final ou Resultados, Discussdo e ConclusGes separadamente;
Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliogréficas. Os tépicos devem ser escritos em letras maitsculas
e minusculas e destacados em negrito, sem numeragdo. Quando houver a necessidade de subitens dentro dos topicos, os
mesmos devem receber nimeros arabicos. O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com o mesmo
conteulido, exceto na forma de resumo de congresso, nota prévia ou formato reduzido.

A apresentacao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1. Titulo do trabalho, acompanhado de sua tradugdo para o inglés.

2. Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de 150 e um méaximo de 300 palavras,
na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de sua tradugdo para o inglés (Abstract e Key words).

3. Introdugdo: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a introdugdo do tema e suporte para a metodologia
e discussdo.


http://www.journalexperts.com/en/translation
http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html
http://webshop.elsevier.com/languageservices/
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4. Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens, de forma a permitir ao leitor a
compreensdo e reprodugdo da metodologia citada com auxilio ou ndo de citagdes bibliograficas.

5. Resultados e discussdo com conclusées ou Resultados, Discussdo e Conclusbes: De acordo com o formato escolhido, estas
partes devem ser apresentadas de forma clara, com auxilio de tabelas, gréaficos e figuras, de modo a ndo deixar duvidas ao
leitor, quanto a autenticidade dos resultados, pontos de vistas discutidos e conclusdes sugeridas.

6. Agradecimentos: As pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram na realizagdo do trabalho deverdo ser mencionadas
no final do texto, antes do item Referéncias Bibliograficas.

Observacoes:

Quando for o caso, antes das referéncias, deve ser informado que o artigo foi aprovado pela comissdo de bioética e foi realizado
de acordo com as normas técnicas de biosegurancga e ética.

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito, imediatamente depois da frase a
que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto pelo seu numero de ordem em
algarismos arabicos. Se as ilustragBes enviadas ja foram publicadas, mencionar a fonte e a permissdo para reproducdo.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabegalho que permita compreender o significado dos dados reunidos, sem
necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos: Devera obedecer as normas nacionais correspondentes (ABNT).

7. Citagbes dos autores no texto: Deverd seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicagdo de acordo com
0s seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmam que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

d) [...] e inibir o teste de formagéo de sincicio (BRUCK et. al., 1992).

e) [...]Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).

Citacoes com trés autores

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula.
Ex: (RUSSO; FELIX; SOUZA, 2000).

Incluidos na sentenca, utilizar virgula para os dois primeiros autores e (e) para separar o segundo do terceiro.
Ex: Russo, Felix e Souza (2000), apresentam estudo sobre o tema....

Citacées com mais de trés autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressdo et al.

Observagdo: Todos os autores devem ser citados nas Referéncias Bibliograficas.

8. Referéncias Bibliogréficas: As referéncias bibliograficas, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, da ABNT, deverdo
ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deverdo ser relacionados,
independentemente do nimero de participantes (Unica excegdo a norma - item 8.1.1.2). A exatiddo e adequagdo das
referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e
afirmagdes sdo da inteira responsabilidade dos autores.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato de caso e Revisdo) deverdo seguir as mesmas normas acima
citadas, porem, com as seguintes orientagdes adicionais para cada caso:

Comunicacio cientifica

Uma forma concisa, mas com descricdo completa de uma pesquisa pontual ou em andamento (nota prévia), com
documentagdo bibliografica e metodologia completas, como um artigo cientifico regular. Devera conter os seguintes tdpicos:
Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key words; Corpo do trabalho sem divisdo de tépicos,
porém seguindo a sequencia - introdugdo, metodologia, resultados (podem ser incluidas tabelas e figuras), discussédo,
conclusdo e referéncias bibliogréficas.

Relato de caso

Descrigdo sucinta de casos clinicos e patoldgicos, achados inéditos, descricdo de novas espécies e estudos de ocorréncia ou
incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas de interesse agronémico, zootécnico ou veterindrio. Devera conter os
seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key-words; Introdugdo com revisdo
da literatura; Relato do (s) caso (s), incluindo resultados, discusséo e conclusdo; Referéncias Bibliograficas.

Artigo de revisao bibliografica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O nimero de artigos de revisdo por fasciculo é limitado e os
colaboradores poderdo ser convidados a apresentar artigos de interesse da revista. No caso de envio esponténeo do autor (es),
é necessaria a inclusdo de resultados relevantes proprios ou do grupo envolvido no artigo, com referéncias bibliograficas,
demonstrando experiéncia e conhecimento sobre o tema.
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O artigo de revisdo devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com
Key-words; Desenvolvimento do tema proposto (com subdivisdes em tdpicos ou ndo); Conclusdes ou Consideragdes Finais;
Agradecimentos (se for o caso) e Referéncias Bibliograficas.

Outras informacoes importantes

1 A publicagdo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica "Ad hoc" e da aprovagédo do Comité

2.

Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.
N&o serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis no enderego eletrénico da revista

(http://www.uel.br/revistas/uel).

3. Os trabalhos ndo aprovados para publicagdo serdo devolvidos ao autor.

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos de publicagdo do referido artigo
para a revista. A reprodugdo de artigos somente é permitida com a citacdo da fonte e é proibido o uso comercial das

informacgdes.

5. As questBes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité Editorial da &rea para a qual foi

submetido o artigo para publicagdo.
6. InformagGes devem ser dirigidas a:

Universidade Estadual de Londrina

Centro de Ciéncias Agrarias

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Comité Editorial da Semina Ciéncias Agrarias
Campus Universitario - Caixa Postal 600186051-990
Londrina, Parana, Brasil.

Informagdes: Fone: 0xx43 33714709
Fax: Oxx43 33714714
Emails: vidotto@uel.br; csvineve@uel.br

ou Universidade Estadual de Londrina
Coordenadoria de Pesquisa e Pds-graduagao
Conselho Editorial das revistas Semina

Campus Universitario - Caixa Postal 600186051-990
Londrina, Parana, Brasil.

Informagdes: Fone: 0xx43 33714105
Fax: Fone Oxx43 3328 4320
Emails: eglema@uel.br;

Condicoes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

A contribuicdo € original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicagdo por outra
revista; caso contrdrio, deve-se justificar em "Comentérios ao Editor".
Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no processo de submissao.

Utilize o botdo "incluir autor"

No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, apds salvar os dados de submissdo em portugués, clicar em "editar metadados" no topo da
pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em inglés, abstract e key words. Salvar e ir para o
passo seguinte.

A identificacdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da opg¢do
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos), conforme instru¢des disponiveis em
Assegurando a Avaliagdo Cega por Pares.

Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF
(desde que nao ultrapassem 2MB)

O texto estd em espacgo 1,5; fonte Time New roman de tamanho 11; emprega italico em vez de sublinhado
(exceto em enderegos URL);

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores, na secdo
Sobre a Revista.

URLs para as referéncias foram informadas quando necessdrio.
Taxa de Submissao de novos artigos



http://www.uel.br/proppg/semina
mailto:vidotto@uel.br
mailto:ralish@uel.br
mailto:eglema@uel.br
javascript:openHelp('http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/help/view/editorial/topic/000044')
http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/about/submissions#authorGuidelines
http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/about/submissions#authorGuidelines
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Declaracao de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em virtude da
aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribuicGes préprias, em
aplicagdes educacionais e ndo comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracdes de ordem normativa, ortografica e gramatical,
com vistas a manter o padrdo culto da lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto, o estilo de
escrever dos autores.

AlteragOes, corregGes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando necessario.
Nesses casos, os artigos, depois de adequados, deverdao ser submetidos a nova apreciagao.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos prestados por
esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

Semina: Ciéncias Agrarias
Londrina - PR

ISSN 1676-546X

E-ISSN 1679-0359
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ANEXO II - ARTIGO II- NORMAS DA REVISTA

Pesquisa Veterindria Brasileira

Instrucées aos autores

Objetivo e politica editorial

z

O objetivo da revista Pesquisa Veterindria Brasileira € contribuir, através da publicacdo dos resultados de
pesquisa e sua disseminagdo, para a manutencdo da saide animal que depende, em grande parte, de
conhecimentos sobre as medidas de profilaxia e controle veterinarios.

Com periodicidade mensal, a revista publica trabalhos originais e artigos de revisdo de pesquisa no campo da
patologia veterindria no seu sentido amplo, principalmente sobre doencas de importancia econdmica e de
interesse para a sadde publica.

Os trabalhos para submissio devem ser enviados por via eletrdnica, através do e-mail
<jurgen.dobereiner @terra.com.br>, com os arquivos de texto na versio mais recente do Word. Havendo
necessidade (por causa de figuras "pesadas"), podem ser enviados em CD pelo correio, com uma via impressa,
ao Dr. J6genDdbereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa Postal 74.591, Seropédica,
RJ 23890-000. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para
publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacio e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser submetidos conforme as normas de
apresentacio da revista (www.pvb.com.br) e o modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das
normas de apresentacdo, serdo 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 paginas do trabalho enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre
os experimentos ou a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serao
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 modificagdes
aconselhdveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sdo aceitos através da aprovacdo pelos pares
(peerreview).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista (impressa e online) e distribui¢do via correio é
cobrada taxa de publicacédo (page charge) no valor de R$ 120,00 por pdgina editorada e impressa, na ocasido do
envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

Apresentacdo de manuscritos

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

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar sua identificac¢do cientifica,
como para as citagdes 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 indexacao,
recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

¢) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do RESUMO em portugugués, podendo
ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser seguidos de "INDEX TERMS" ou "TERMOS DE
INDEXACAO”, 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 ap6s a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a mesma assuma importancia
principal, e finalizar com a indicag@o do objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repeticdo do trabalho por outros
pesquisadores. Na experimentacdo com animais, deve constar a aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica
local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos. Quadros devem ser preparados
sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de vdrias repeti¢des. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresentd-los em Quadros extensos;

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 obrigacdo do autor e da revista de publicd-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;
j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira 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 0s
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 divida), o nome da revista
ou obra, usando as instrucbes do "Style Manual for Biologicallournals" (American Institute for
BiologicalSciences), o "BibliographicGuide for EditorsandAuthors" (American ChemicalSociety, Washington,
DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (Wwww.pvb.com.br).

2. Na elaboracdo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacdo de fasciculos recentes da revista e do
modelo constante do site sob "Instrucdes aos Autores" (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte
Helvética, corpo 11, entrelinha simples; a pagina 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 grificos) devem ter seus
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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 informagdes do programa onde
foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo 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 numeros ardbicos colocados em sobrescrito apds a
palavra ou frase que motivou a nota. Essa numerag@o serd continua por todo o trabalho; as notas serdo langadas
ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serfo
mencionados no texto. Estas remissdes 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 pagina devera constar endereco profissional completo de todos os autores e o e-mail do
autor para correspondéncia, bem como e-mails de outros autores;

d) siglas e abreviagcdes dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, serdo colocadas
entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas 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 diferenciagdo 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¢do de comunicagdo 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
Institui¢do de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usard virgula
entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano; a separacdo 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 devera 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 ordenacao de seus varios elementos.

3. As Figuras (gréficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser preferencialmente enviadas por via
eletrdnica. Quando as fotos forem obtidas através de cameras digitais (com extensao "jpg"), os arquivos deverao
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, deverdo
ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem
ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de divida,
deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra "pé". Os gréficos devem ser produzidos em 2D, com
colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas serd 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 versao 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 informag¢des 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 terd seu titulo
completo e serd caracterizado por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre
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esses dois tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tracos verticais. Os sinais
nn

de chamada serdo alfabéticos, recomecando, se possivel, com "a" em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo
abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.

ANEXO III - ARTIGO III-NORMAS DA REVISTA- Arquivos do Instituto Bioldgico
Missdo

Publicar, em portugués, inglés ou espanhol, artigos e comunicagdes cientificas originais, além de revisdes, que
contribuam para o desenvolvimento das ciéncias agrarias no Brasil.

Escopo e Politica Editorial

A Revista Arquivos do Instituto Bioldgico, publicada trimestralmente, aceita, para submissao, artigos originais
de pesquisa cientifica em sanidade animal e vegetal voltados ao agronegdcio e suas implicagcdes no
agroambiente, incluindo nesse escopo a qualidade e a seguranga alimentar. Aceita, também, artigos sobre pragas
sinantrépicas. Todos os trabalhos devem se enquadrar nas normas redatoriais.

Informacdes basicas

Os trabalhos enviados para publicacido deverdo ser inéditos e auténticos, portanto sem dados fraudulentos ou
derivados de plagio e destinados exclusivamente a esta Revista. A matéria publicada serd de inteira
responsabilidade do(s) autor (es) e todos, tendo contribuido significativamente para a pesquisa, serdo obrigados a
fornecer retragdes ou correcdes de erros se necessarios. Os trabalhos nao aceitos para publicagdo serdo
comunicados aos autores pelo Comité Editorial. O Comité Editorial fard andlise dos trabalhos antes de submeté-
los aos Consultores Cientificos. A publica¢do dos trabalhos dependerad da andlise efetuada pelo Corpo de
Consultores Cientificos e da aprovac¢do do Comité Editorial. Os artigos serdo publicados em ordem de
aprovacgdo. Serdo considerados para publicacdo Artigos Cientificos e Comunica¢des Cientificas. Artigos de
Revisdo poderio ser aceitos a critério do Comité Editorial. Eventuais dividas podem ser encaminhadas ao editor
da Revista "Arquivos do Instituto Biol6gico", Dra. Silvia Regina Galleti, Instituto Biol6gico - Av. Cons.
Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sio Paulo, SP Fone: (11) 5087-1749

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

Direitos autorais

A transcri¢do parcial ou total de trabalhos dos "Arquivos do Instituto Biologico" para outras revistas é permitida
desde que citada a origem. O uso comercial das informagdes € proibido.

Taxa para publicacdo: a taxa para publica¢do na revista “Arquivos do Instituto Biologico” ¢ de R$ 50,00
(cincoenta reais) por pagina diagramada. Apds o aceite do trabalho, comunicado pelo editor responsédvel, os
autores deverdo efetuar o depdsito do valor correspondente a publicacdo em nome do Fundagao de
Desenvolvimento da Pesquisa do Agronegécio - FUNDEPAG (CNPJ 50.276.237/0001-78) (Banco do Brasil
(001), Agéncia 1199-1, Conta Corrente 30.200-7 ou Banco Banespa (033), Agéncia 0637, Conta Corrente 13-
001316-9). Enviar comprovante de depdsito via fax ou e-mail, mencionando o nimero do trabalho, para: (11)
5087-1790 ou E-mail: arquivos @biologico.sp.gov.br

Preparacdo dos originais
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O original deve ser submetido apenas na forma eletronica através do e-mail arquivos@biologico.sp.gov.br.

O arquivo nio deverd exceder 2 Mb. No e-mail de encaminhamento devera constar nome por extenso, endereco
completo (Institui¢do/Universidade, Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, endereco postal), endereco
eletrdnico e CPF de todos os autores.

Apresentagdo: os trabalhos deverdo ser digitados em Word 97 ou versao superior, piagina A4, com margens de
2,5 cm, fonte Times New Roman, tamanho 12, espaco duplo e pdginas numeradas em seqii€ncia. As linhas
deverdo ser numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta Layout em Configurar Pagina. O maximo de
paginas serd 25 para artigos de revisdo, 20 para artigos cientificos e 10 para comunicagdo cientifica, incluindo
tabelas e figuras.

Artigo cientifico: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), endereco do primeiro autor e
local de origem dos demais autores, resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words,
introdu¢do, material e métodos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e referéncias.

Comunicagdo cientifica: compreenderd os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), endereco do primeiro
autor e local de origem dos demais autores, resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key
words, texto sem subdivisoes e referéncias.

Artigo de revisdo: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), endere¢o do primeiro autor e
local de origem dos demais autores, resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words,
texto sem subdivisdes e referéncias.

Aprovagio do trabalho pela Comissdo de Etica e Biosseguranca: quando o trabalho envolver estudos em animais
de experimentacdo e/ou organismos geneticamente modificados, incluir o nimero do processo no trabalho e
encaminhar uma cépia da aprovacao fornecida pelo respectivo Comité responsavel da Institui¢ao de origem do
primeiro autor.

Idioma: o trabalho poderd ser redigido em portugués, inglés ou espanhol. Quando escrito em portugués, o
resumo deverd ter uma versdo em inglés. No caso de artigo escrito em inglé€s ou espanhol devera ter um resumo
em inglés ou espanhol e outro em portugués.

Titulo: embora breve, devera indicar com precisdo o assunto tratado no artigo, focalizando bem a sua finalidade
principal.

Endereco(s) do(s) autor(es): abaixo do(s) nome(s) do(s) autor(es), com chamada numérica. Descrever endereco
postal (Instituicdo/Universidade, Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, estado, pais) e eletronico do
autor principal. No rodapé da primeira lauda descrever somente a Institui¢do e Departamento dos demais autores.

Resumo: deverd apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e métodos e conclusdes, em um tnico
pardgrafo. Ndo ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espago, citar no mdximo cinco palavras-chave, separadas
por virgula. Evitar termos que aparecam no titulo.

Abstract: apresentar uma tradugdo para o inglés, do titulo do trabalho e do resumo. A seguir, relacionar também
em inglés (ou espanhol) as mesmas palavras-chave (key words, palabras-clave) ja citadas.Nao ultrapassar 250

palavras.

Introducdo: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdo com outras pesquisas no contexto do
conhecimento existente e a justificativa da pesquisa feita.

Material e Métodos: apresentar descricdo breve, porém suficiente para permitir uma repeticao do trabalho.
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Técnicas e processos ja publicados, exceto quando modificados, deverao ser apenas citados. Nomes cientificos
de espécies, bem como drogas, deverdo ser citados de acordo com regras e padrdes internacionais.

Resultados: apresenta-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando necessario. As tabelas e figuras devem
ser inseridas ap0s as referéncias.

Discussao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros trabalhos publicados (resultados e
discussdo poderao fazer parte de um tnico item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite o seu entendimento sem consultas ao texto. As
tabelas ndo deverdo conter linhas verticais. No texto, use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem
estar no formato jpg (fotos) ou gif (graficos e esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras originais
ou com maior resolug@o poderdo ser solicitadas apds o aceite. Devem ser enviadas em arquivos individuais e
nomeadas de acordo com o nimero da figura. Exemplos: Figl.gif, Fig2.jpg.

85



