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RESUMO

Com o objetivo de determinar a prevaléncia e os fatores de risco associados a
artrite encefalite caprina a virus (AEC) em rebanhos caprinos no estado do
Maranh&o, através das técnicas sorolégica de Imunodifusdo em Gel de Agar
(IDGA) e Ensaio Imunoenzimatico indireto (Elisa-i), bem como comparar os
resultados da determinacdo de anticorpos anti-virus da AEC obtidos pelas
técnicas utilizadas, avaliar a sensibilidade e especificidade do Elisa-i para a
deteccdo de anticorpos virais considerando como padrao a técnica de IDGA e
recomendar o teste de Elisa-i para o diagnostico de AEC no Estado do
Maranhao, foram analisadas 390 amostras de soro sanguineo de caprinos de
39 propriedades pertencentes a 13 municipios (Caxias, Timos, Chapadinha,
Brejo, Sdo Benedito do Rio Preto, Codd, Coroata, Vargem Grande, Sao Luis,
Raposa, Pago do Lumiar, Sado José de Ribamar e Sao Joao Batista) localizados
nas regionais de Caxias, Chapadinha, Codd, ltapecuru Mirim, Sdo Luis e
Viana. As amostras de soro foram coletadas de caprinos com ou sem sinais
clinicos de infecgé@o pelo virus da artrite encefalite caprina, de diferentes racas
e idades. Durante a coleta das amostras, aplicou-se questionario
epidemiologico para investigar fatores que poderiam estar associados a
infeccdo. Das 390 amostras analisadas 7,69% (30/390) e 9,74% (38/390) foram
reagentes para o IDGA e Elisa-i, respectivamente. Das 39 propriedades
amostradas 28,20% (11/39) apresentaram pelo menos um animal reagente.
Quanto aos fatores de risco observou-se que as variaveis ordenha manual,
origem dos animais de outros estados, criagdo em comum com ovinos,
exploragédo leiteira, sistema de criacdo intensivo, raca, a ndo exigéncia de
documentagdo sanitaria e compartilhar utensilios com outras propriedades
apresentaram associagdo estatistica significativa (P<0.05) ao risco de
ocorréncia da infeccdo. Os resultados demonstraram sensibilidade de 100% e
especificidade de 97% para o teste de Elisa. O método estatistico Kappa,
determinou perfeita concordancia entre as técnicas utilizadas (K = 0.83). Os
resultados obtidos neste estudo mostram que as duas técnicas estudadas
podem ser usadas para a pesquisa de anticorpos anti-AEC e sugerem a
necessidade de efetivar medidas para a prevencao da disseminagao do virus
da AEC na criagcédo de caprinos do estado, sobretudo quanto ao comércio e/ou
transito de animais interestaduais com vista ao melhoramento genético dos
rebanhos locais.

Palavras-chave: Artrite Encefalite Caprina, AEC, IDGA, Elisa, OddsRatio



ABSTRACT

Aiming to determine the prevalence and risk factors associated with caprine
arthritis encephalitis virus (CAE) in goat herds in the state of Maranhao, through
serological techniques Agar Gel Immunodiffusion (AGID) and Enzyme linked
immunosorbent assay (Elisa-i), as well as compare the results of the
determination of viral antibodies CAE obtained by the used techniques,
evaluate the sensitivity and specificity of the ELISA-i for the detection of viral
antibodies considering how standard technique AGID and recommend the Elisa
test —i for the diagnosis of CAE in the State of Maranhdo, we analyzed 390
blood serum samples of goats from 39 properties belonging to 13 municipalities
(Caxias, Timos, Chapadinha, Brejo, Sdo Benedito do Rio Preto, Codd, Coroata,
Vargem Grande, Sao Luis, Raposa, Paco do Lumiar, Sdo José de Ribamar e
Sao Joao Batista) located in the regions of Caxias, Chapadinha, Codé,
ltapecuruMirim, S&o Luis e Viana). Serum samples were collected from goats
with or without clinical signs of infection by caprine arthritis encephalitis, of
different breeds and ages. During sample collection, epidemiological
questionnaire was applied to investigate factors that could be associated with
infection. Of the 390 samples analyzed 7,69% (30 /390) and 9,74 % (38 /390)
were positive for ELISA-i and AGID respectively. Of the 39 properties sampled
28,20% (11/39) had at least one animal reagent. As for risk factors showed that
the variables milking, origin of animals from other states, in common with sheep
breeding, dairy farming, intensive farming system, breed, not requiring sanitary
documentation and sharing utensils with other properties presented association
was statistically significant (P < 0,05) the risk of infection.The results showed
100% sensitivity and specificity of 97% for the ELISA test. The Kappa statistical
method, determined perfect agreement between techniques (K = 0,83). The
results of this study show that both techniques can be used for detection of anti-
CAE and suggest the need for effective measures to prevent the spread of
CAEV in goat breeding in the state, especially regarding trade and / or interstate
movement of animals with a view to breeding herd sites.

KEYWORDS: Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), AGID, Elisa, Odds Ratio
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1INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade pecuaria explorada em quase
todos os continentes e esta presente em regides com diferentes tipos de clima,
vegetacao e solo. No Brasil é uma atividade desempenhada principalmente por
pequenos produtores e representa uma das maiores atividades econdmica da
regido Nordeste. Com caracteristicas bastante adversas, chuvas irregulares e
temperaturas elevadas durante o dia e, solos, em geral, pedregosos, esta
atividade encontrou na regido condigcdes favoraveis (HOLANDA JUNIOR &
MARTINS, 2007; LEITE &SIMPLICIO, 2005; SANTOS, 2001) para a criagao de
caprinos, pela grande adaptabilidade e resisténcia ao clima e vegetacao local
(GOULART et al., 2009).

O rebanho caprino no Brasil é de 9.386,316 cabegas. Destes, 91%
estdo concentrados na regidao semi-arida do Nordeste, sendo os Estados da
Bahia (2.741,818), Pernambuco (1.925,778), Piaui (1.381,949), Ceara
(1.044,998), Paraiba (580.867), Rio Grande do Norte (406.616) e Maranhao
(369.450) detentores dos maiores rebanhos nacionais (IBGE 2011).

No Maranhao a criacdo de caprinos esta concentrada nas regides
leste (173.870), norte (93.456), oeste (39.754) e central (40.279) esta presente
em quase todos os municipios do estado, destacando-se o municipio de
Chapadinha como o maior produtor com 14.650 cabecas (IBGE 2011). Com os
mais diversos tipos raciais, e predominancia de animais SRD criados
extensivamente. E uma atividade economicamente relevante para o estado,
bem como para outros estados da regido do Nordeste, onde constitui
alternativa viavel para a agricultura familiar, melhorando a renda para o
produtor, além de contribuir para a permanéncia deste na area rural (SEBRAE,
2009).

Apesar de antiga, esta atividade nado representa relevancia
econOmica na pecudria brasileira, quando comparada a outras atividades do
setor. Devido a instabilidade na agricultura na zona semi-arida do Nordeste, a
caprinocultura desempenha importante papel sécio-econémico a agricultura

familiar (PINHEIRO et al., 2009), proporcionando além de uma renda direta,
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resultante do comércio de peles, uma excelente fonte de alimento de alto valor
proteico com baixo custo para populagdo mais pobre do pais (INDI, 2008), o
que a torna uma atividade estratégica para o desenvolvimento da regiao.

Com um potencial econdmico em expansdao, a caprinocultura
enfrenta diversos obstaculos em todos os estados da regidao Nordeste, inclusive
no Maranhdo.A desorganizacdo da cadeia produtiva, a falta de recursos e o
baixo grau de escolaridade dos produtores, aplicacdo de baixa tecnologia,
sistema de criacdo, em geral, extensivo, e pouca ou auséncia de assisténcia
veterindria favorece a alta incidéncia de problemas sanitarios que resultam na
baixa produtividade e menor lucropara os produtores que impedem a expansao
desta atividade (PINHEIRO et al., 2009) e, aliado a esses fatores existe ainda o
abate clandestino, demonstrando a fragilidade desta atividade (MACIEL, 2006;
HELIO NETO et al., 2010).

Dessa forma, acredita-se que politicas publicas formuladas
especificamente para esse segmento, trariam forte impacto na qualidade de
vida dos produtores e dos municipios que tém esta atividade como um meio de
subsisténcia (INDI, 2008).E para esta atividade tornar-se economicamente
sustentavel é necessario a aplicacdo de acbes e medidas que possibilitem a
reducdo e ou superacdo desses obstaculos, sendo indispensavel o
envolvimento de todos os elos da cadeia produtiva.

As enfermidades infectocontagiosas, juntamente com outras ainda
consideradas emergentes, como alinfadenitecaseosa, a micoplasmose e a
Artrite Encefalite Caprina (AEC), correspondem a um importante entrave no
que diz respeito ao aspecto sanitario para a criagdao de caprinos (LARA, 2008).

Dentre as enfermidades de caprinos com maior disseminacgao,
destaca-se a Artrite Encefalite de Caprinos avirus (AEC), uma enfermidade
infecciosa, que acomete caprinos, independente de sexo, raga e producao
(LARA et al., 2005).As perdas econémicas ocorrem de forma direta devido a
morte dos animais jovens, reducdo da producdo de leite, e emagrecimento
progressivo dos animais, dificuldade de locomogéo e, indiretamente, as perdas
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advém da desvaloriza¢do do rebanho, reposicéo precoce de animais, despesas
com medidas de controle e barreiras comerciais (matrizes, reprodutores e
sémen) (PINHERO et al.,2001b, GOUVEIA et al., 2009).

A Artrite Encefalite Caprina € uma doenca de interesse para o
comércio internacional de animais e, portanto,consta na lista da Organizacao
Mundial de saude Animal (OIE) como doenga de notificacdo obrigatoria (OIE,
2013) e a preocupacao com o estado sanitario dos animais(CASTRO & MELO
2001).

A pouca informacédo sobre a artrite encefalite caprina, especialmente
na regidao Nordeste, considerando-se a realidade sécio-econémica e o tipo de
exploracao predominante, tem dificultado a implantacdo e avaliagdo de
medidas profilaticas desta infeccao (PINHEIRO et al., 2001b).

No Brasil,com obijetivo realizar vigilancia epidemiolégica e normatizar
as exigéncias sanitarias para o transito de caprinos e ovinos produtos e
subprodutos destas espécies foi criado o Programa Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos (PNSCO) (MAPA, INN® 87 de 10 de Dezembro 2004). As
acdes sdao normatizadas pelo Departamento de Defesa Animal (DDA) do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento(MAPA) e executadas pelos
Servicos Oficiais de Defesa e meédicos veterinarios privados.

Considerando a importancia epidemiolégica das lentiviroses de
caprinos para o do pais, foi elaborado pelo MAPA e submetido a consulta
publica o Plano Nacional de Vigilancia e Controle das Lentiviroses de
Pequenos Ruminantes (PNCLPR) (MAPA, Portaria n® 103 de 07 de Dezembro
2004). Este Plano faz parte do PNSCO e foi elaborado com o objetivo de
controlar ou erradicar lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR), certificar
criacdes livres, cadastrar médicos veterinarios, promover a educagao sanitaria
e agregar valor aos produtos da ovino caprinocultura. As estratégias de acao
sdo baseadas na adocdo de procedimentos compulsoérios por medidas de
adesdo voluntaria, com acao de vigilancia do servico oficial, controle de
trénsito, credenciamento de laboratorios e certificagdo das criagdes livres.
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A Artrite Encefalite Caprina é uma lentivirose incuravel, de evolugao
lenta e alta prevaléncia nos rebanhos caprinos nacionais de racas
especializadas em leite, sendo a identificacdo precoce e remocao dos animais
infectados,fator essencial para prevenir a disseminagao da doenca no rebanho
(REISCHAK et al., 2002a).

No Brasil existem diversos trabalhos publicados sobre a pesquisa da
AEC em varios estados, entretanto,no Maranhao, até o momento sao escassos
os dados sobre a prevaléncia da AEC. Desta forma, a necessidade de

conhecer a epidemiologia da doenca justifica a realizagdo desta pesquisa.

Espera-se que este trabalho contribua para a normatizagédo do
PNSCO no estado do Maranh&o favorecendo a evolugdo do manejo sanitario
da caprinocultura, controle da disseminacdo do virus da AEC no estado,
reduzindo o impacto futuro nas relacbes comerciais neste setor. Espera-se
ainda, oferecer suporte na criagdo de projetos referentes ao controle
epidemiolégico, iniciando com a implantacdo da rotina do diagndstico
sorolégico.
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2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

A Artrite Encefalite Caprina (AEC), também conhecida pela sigla de
CAE (Caprine Arthritis Encephalitis) abreviacdo da doenga em inglés, € uma
lentivirose infecciosa de evolucado crénica, multissistémica, causada por um
virus e infecta caprinos de todas as idades (LARA, 2005; ARRUDA et al.,
2011), possui como caracteristica, longo periodo de incubacao, que pode variar
de meses a anos, podendo apresentar evolugdo assintomatica ou
sintomatologia progressiva e persistente, com o agravamento dos sintomas
levando o animal a 6bito (RIBEIRO et al. 2011;SOUZA et al. 2011;ANDRADE
et al. 2012; CALLADO et al., 2001).

O agente etiologico € um RNA virus pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género lentivirus (ICTV, 2012), que
induzem doencgas de evolugdo cronica, persistente e degenerativa (AI-F-QUDAH
et al., 2006; COFFIN, 1996).

Na familia Retroviridae os virus apresentam genoma constituido de
fita simples de RNA e uma enzima denominada transcriptase reversa,
codificada pelo gene pol e caracterizam-se por possuirem 0s genes gag
(proteinas estruturais da capside) e env (proteinas do envelope) (COFFIN,
1996).

Os virus da familia Retroviridae apresentam como caracteristica
diferencial o processo de replicacdo viral, onde seu RNA fita simples é
transcrito em DNA fita dupla, o qual se integra ao DNA celular (COFFIN, 1996).

A replicacdo pode ser dividida em duas fases, a infeccdo e a
expressao. A primeira da origem ao provirus, a segunda resulta na producgao
de RNA viral e formagédo de virions (GONDA, 1994). A replicacao viral da-se
através da ligagao do virus pela gp de seu envelope na superficie celular, fusao
do envelope a membrana celular, liberacdo do RNA viral no citoplasma da
célula, onde é transcrito em DNA por acdo enzimatica da transcriptase reversa,
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transito do DNA para o nucleo da célula parasitada (COFFIN, 1996,
PETURSSON et al., 1992).

A integragédo do DNA proviral no genoma da célula permite que o
virus escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro, preservando seu
genoma; os lentivirus se multiplicam em células do sistema imunolégico, que
sdo responsaveis pela eliminacdo de células infectadas, dessa forma o
hospedeiro ndo consegue realizar sua funcdo de defesa (CHEEVERS et al.,
1993; NARAYAN et al., 1997; CALLADO et al., 1999).

O virus é pouco resistente as condicées ambientais. A temperatura a
56°C, durante uma hora, inativa o virus no colostro ou no leite de cabras
infectadas (ADAMS et al., 1983). E sensivel a varios produtos quimicos, devido
o fragil envelope lipoprotéico, assim solventes organicos como detergentes,
alcool, éter, amdnia, fendis, a formaldeido e o hipoclorito podem ser usados
como desinfetantes (NARAYAN & CORK, 1990).

A terminologia Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR)
(CASTRO et al, 1999a, CALLADO et al., 2001) tem sido utilizada
genericamente, em virtude dos lentivirus causadores da AEC e Maedi-Visna
(MV), estarem relacionados fenotipica, biolégica e antigenicamente e
acometerem caprinos e ovinos, respectivamente. Sdo considerados espécie-
especifico ndo oncogénicos, possuem tropismo por células de linhagem
monocitica-fagocitéria, sdo capazes de cruzar barreiras interespécies e de
adaptar-se a novos hospedeiros (PASICK, 1998; MORIN et al., 2002).

Os lentivirus infectam além dos caprinos outras espécies de
interesse na medicina veterinaria e humana, como os virus da AIE (equideos),
o Maedi-Visna (ovinos) e das imunodeficiéncias bovina (BIV), simia (SlIV)felina
(FIV) e humana (HIV) (BOHLAND et al., 1999; CALLADO, 2001).

2.2 Epidemiologia

A Artrite Encefalite Caprina é cosmopolita, e estudos revelam que o

virus se originou na Europa e, devido a importacdo de animais, atualmente esta
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difundida mundialmente (Tabela 1), inclusive no Brasil (Tabela 2), com
prevaléncia maiselevada nos paises onde a caprinocultura € mais tecnificada
(ADAMS et al., 1984; CALLADO et al., 2001), com uma tendéncia maior de
ocorréncia da infecgcdo em criagdes intensivas, entretanto, a introducao de um
animal soropositivo num rebanho extensivo pode proporcionar um aumento da
soropositividade (MARTINEZ et al., 2010).

Tabela 1.0Ocorréncia da Artrite Encefalite Caprina (AEC) no mundo

Pais Prevaléncia (%) Referéncia
Somalia 6,00 Ghanemet al. (2009)
Argentina 0,12 Robles et al. (2003)
Espanha 12,0 Contreraset al. (1998)
EUA 81,0 Crawford & Adams (1981)
Franca 56,7 Perrin&Polack (1987)
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Tabela 2. Ocorréncia da Artrite Encefalite (AEC) Caprina no Brasil

Ocorréncia N¢ de amostras

Estado (%) analisadas Autores
MA 2,8 1703 Teixeira, 2012
PE 18,01 422 Silva et al., 2012
MA 12 50 Milenet al., 2011
Pl 0,97 723 Rego et al., 2011
Pl 4,2 480 Sampaio Junior et al., 2011
Pl 2,67 820 Silva 2011
BA 0,87 693 Lima et al., 2011
RN 14,09 447 Arruda et al., 2011
PE 14,95 234 Silva et al., 2010
PB 8,2 600 Bandeira et al.,2009
MG 25,39 63 Santos et al., 2009
MG 22,8 57 Vinicius et al., 2009
BA 0 150 Lima et al., 2009
PE 21,28 188 Araujo et al., 2008
TO 2,71 843 Moura Sobrinho et al., 2008
RJ 141 562 Moreira et al., 2007
RJ 50,27 362 Andrade Junior et al., 2007
SP 34,93 275 Madureira et al., 2007
RN 11 384 Silva et al., 2005b
RN 2,71 184 Silva et al., 20052
Pl 2,5 360 Batista et al., 2004
SP 43,01 1030 Leite et al., 2004
CE 1 4019 Pinheiro et al., 2001b
BA 13,4 1605 Almeida et al., 2001
CE 40,73 248 Melo &Franke 1997
RJ 21,07 242 Cunha et al., 1995
PE 17,6 397 Saraiva Neto et al., 1995
RS 6 67 Moojenet al., 1986

A artrite cronica foi observada clinicamente em caprinos adultos pela
primeira vez em 1959, na Suica (STUINZI et al., 1964). Nos Estados Unidos,
Cork et al. (1974), descreveram a presenga dos primeiros casos de
leucoencefalomielite em caprinos de 1 a 4 meses de idade. Os animais
infectados pelo virus da AEC apresentavam ataxia e paresia dos membros

posteriores, associados a pneumonia intersticial, permanecendo com apetite
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normal, afebris e alertas, com a evolucao da doenca, ocorria o decubito e morte

do animal.

Em 1980 foi reconhecida internacionalmente a etiologia viral da
doenca, classificando-o como lentivirus, familia Retroviridae e denominando-o
virus da CAE (CRAWFORD et al., 1980; NARAYAN et al., 1980), isolado pela
primeira vez da membrana sinovial de um caprino adulto, com sintomatologia
de artrite crénica (CRAWFORD et al., 1980).

No Brasil a infecgao foi identificada pela primeira vez por (MOOJEN
et al. 1986) no estado do Rio Grande do Sul, em soros de caprinos (4/67)
testados pela técnica de Imunodifusdo em Gel Agar (IDGA). Na propriedade
onde foram encontrados os animais reagentes, havia animais importados da
Europa, de diferentes ragas e idades com histérico de artrite e encefalite. Na
mesma década, existem relatos da importacdo de caprinos de ragas leiteiras
especializadas oriundas de paises da Europa (Franca, Suica, Alemanha,
Inglaterra, Holanda) e da América do Norte (Estados Unidos e Canada) sem
adequada supervisdo, com o objetivo de melhorar o rebanho caprino
nacional(LIMA et al., 2004). A presenca do virus no Brasil somente foi
confirmada apés o isolamento do virus de caprinos (HOTZEL et al., 1993;
CASTRO et al., 1999c).

Entretanto, Cunha et al. (1995), comprovaram resultados em animais
reagentes de soros caprino que haviam sido coletados desde 1982 no estado
do Rio de Janeiro, constatando a existéncia do virus no pais, antes mesmo do
primeiro relato por Moojen et al. (1986). A partir de 1986, surgiram registros da
presenca da infeccdo, comprovando a disseminagdo da doenga em varios
estados como Ceara (MELO & FRANKE, 1997; PINHEIRO et al.,
2001b);Pernambuco (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2010; ARAUJO et al.,
2008; SARAIVA NETO et al.,, 1995);Piaui (REGO et al.,, 2011; SAMPAIO
JUNIOR et al., 2011; SILVA et al 2011; BATISTA et al., 2004; Bahia (LIMA et
al., 2011; LIMA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2001); Rio Grande do Norte
(ARRUDA et al., 2011; SILVA et al., 2005a; SILVA et al., 2005b);Paraiba
(BANDEIRA et al., 2009); Rio de Janeiro (MOREIRA et al., 2007; ANDRADE
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JUNIOR, 2007; CUNHA et al, 1995); Minas Gerais (SANTOS et al,
2009;VINICIUS et al., 2009); Tocantins (MOURA SOBRINHO et al., 2010);S&o
Paulo (MADUREIRA et al., 2007; LEITE et al., 2004) e Maranh&o (MILEN et al.,
2011; TEIXEIRA, 2012)

No estado do Ceard, Pinheiro et al. (2001b) ao analisarem através
da técnica de IDGA, 4019 amostras de soros caprino de animais, pertencentes
as racas leiteiras e nativos\SRD, oriundos de 130 propriedades provenientes de
30 municipios, observaram prevaléncia de1% (40\4019) sendo 0 maior numero
de animais sororreagentes encontrado na regido metropolitana de Fortaleza,
onde estd a maior concentracdo de animais de leite, criados em sistema

intensivo.

Ainda no Ceard, na regiao da grande Fortaleza, de um total de 248
animais testados de racas variadas, pertencentes a propriedades, dentre as
quais, cinco adotavam sistemas de criacao intensivos e, trés semi-intensivo, fol
encontrada prevaléncia de 40,73% (101\248) utilizando a técnica IDGA. Todos
0S animais reagentes pertenciam as propriedades que utilizavam sistema de
criacao intensivo (MELO & FRANKE, 1997).

No estado de Pernambuco, estudos realizados para conhecer a
prevaléncia da AEC, em rebanhos leiteiros, com sistema de criagdo semi-
intensivo, utilizando a técnica de IDGA, obtiveram 14,95% (35\234) em 24
propriedades (Silva et al., 2010); 17,6% (70\397), 40 propriedades (Saraiva
Neto et al., 1995); 18,01% (76\422) 40 propriedades, (Silva et al., 2012).

Ja no estado da Bahia Lima et al. (2011), ao analisar através da
técnica de IDGA amostras de soros caprinos de 46 rebanhos criados em
sistema extensivo, procedentes de oito municipios da microrregido de Juazeiro
no semiarido Baiano numa pastagem chamada “fundo de pasto”, onde pastam
animais pertencentes a diversos produtores, encontraram prevaléncia de
0,87% (6/693). E Régo et al. (2011), no estado do Piaui ao analisarem
amostras pertencentes a 30 propriedades utilizando a mesma técnica,
obtiveram prevaléncia de 0,97% (7\723).
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Silva et al. (2005a), visando estimar a prevaléncia do virus da AEC
na regido de Angicos, Rio Grande do Norte, coletaram soros de 184 caprinos
de racas leiteira de 20 propriedades oriundas de 3 municipios e utilizando a
técnica de IDGA encontraram prevaléncia de 2,71%, (5\184). Das propriedades
em estudo, 95% adotavam o sistema de criagdo semi-intensivo e 5% intensivo.

No estado da Paraiba, Bandeira et al. (2009), pesquisaram pela
técnica de IDGA, amostras de soros caprino de varias racas provenientes de
60 propriedades localizadas em 15 municipios e encontraram prevaléncia de
8,2% (49\600).

No estado do Rio de Janeiro, Andrade Junior, (2007) estudando
amostras de soros de caprinos de varias racas leiteiras,pertencentes a 10
municipios do estado, através do teste de ELISA, encontrou prevaléncia de
50,27% (182\362). Ainda no Rio de Janeiro, Moreira et al. (2005), testaram
através das técnicas de IDGA e Elisa, amostras de soro caprino com mais de
trés meses de idade provenientes de rebanhos leiteiro e a prevaléncia
encontrada foi de 14,1% (79\562) e 25,1% (141\562), respectivamente.

No estado de Minas Gerais,Santos et al. (2009), no municipio de
Leopoldina, encontraram prevaléncia de 25,39% (16\63) utilizando teste de
IDGA e Vinicius et al. (2009), no municipio de Patos de Minas, observaram
prevaléncia de 22,8% (13\57). A elevada prevaléncia neste caso pode ser
explicado pelo fato de os trés reprodutores terem sido reagentes e adocao do
sistema de monta natural da propriedade deve ser levada em consideragao a
transmissao via sexual, uma vez que ja foi comprovada a presenga do virus no

sémen.

No Maranh&o, Milene t al. (2011), ao analisarem através do teste de
IDGA amostras de soros caprinos de aptidao mista, oriundas de propriedades,
localizadas na regiao metropolitana de Sao Luis, encontraram prevaléncia de
12% (6/50). E Teixeira, (2012) ao analisar pelo mesmo teste amostras de soros

caprinos de varias ragas, oriundas de 82 rebanhos localizados em23municipios
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provenientes de 10 unidades regionais, encontrou prevaléncia de 2,8%
(47/1703).

2.3 Transmissao

O reservatoério e a fonte de infecgdo sdo os animais infectados, que
transmitem o virus através das secrecdes e excregdes contendo células
contaminadas. A transmissédo pode ocorrer de forma vertical, sendo o colostro
e o leite de cabras infectadas a principal via de transmissao(ADAMS et al.,
1983; CASTRO, 1998).

O mecanismo de transmissdo horizontal ndo estda bem
compreendido, contudo, o contato direto e prolongado em locais com alta
densidade de animais e pouca ventilagcdo, tende a favorecer esse tipo de
transmissdo através secrecbes e excrecoes (ADAMS et al.,, 1983;
BLACKLAWS et al., 2012;PETERHANS et al., 2004). A transmissao
iatrogéncia, através de objetos perfuro-cortantes, tais como, agulhas,
instrumentos cirurgicos, seringas e tatuadores, e outros instrumentos
contaminados com sangue ou secrecdes de animais infectados podem
funcionar como fontes de infeccao (LARA et al., 2003; ADAMS et al., 1983;
ALVES, 1999).

Da mesma forma, o leite durante a ordenha constitui um importante
meio de infeccdo para outros animais do recinto que podem se infectarpela
aspiracao continua de aerosséis contaminados (ROWE & EAST, 1997), além
da contaminacao das maos do ordenhador, toalhas, botas, roupas e outros
materiais contaminados pelo leite de animais infectados (PETERHANS et al.,
2004; ALVES, 1999) e também pela ordenha mecanica devido a inadequada
higienizagdo das ordenhadeiras (PETERHANS et al., 2004; ADAMS et al.
,1983)

No que se refere a transmissao intrauterina, Brodie et al. (1994)
relatam que esta pode ocorrer em cerca de 10% das crias nascidas de méaes
infectadas. Ja Eastet al. (1993) e ADAMS et al. (1983), relatam que crias
nascidas de maes infectadas tem até 15% de soroconversao inexplicada aos
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seis meses de idade, mesmo tendo sido separadas de suas maes e
alimentadas com leite pasteurizado. De acordo com os pesquisadores, a
transmissao do virus para a cria pode ocorrer pela via intrauterina ou no canal
vaginal no momento do parto por meio da inalacdo ou ingestao pela cria de

fluidos durante o nascimento.

Em cabras naturalmente infectadas, o DNA pro-viral esta presente
em tecidos do trato genital, como Utero, oviduto e glandula mamaria e a
presenca do virus nestes tecidos, pode contribuir para a contaminacdo do
embrido ou feto (FENI et al., 2003).

A transmissado experimental através da via venérea foi comprovada
pela primeira vez por Souza et al. (2012). Estudos posteriores constataram a
presenca do DNA proviral do CAEV no sémen de bodes infectados
naturalmente (ALI AL AHMAD et al., 2008; ANDRIOLI et al., 1999), de forma
intermitente (ANDRIOLI et al., 2006), podendo haver uma aumento da carga
viral no sémen, caso o animal infectado apresentar dano testicular em virtude
do maior fluxo de células infectadas e este, mesmo sendo submetido a
lavagem, diminui, mas, nao elimina totalmente o virus (ANDRIOLI et al., 2006).
Dessa forma, a Inseminacdo Artificial pode mostrar-se como uma via de
transmissdo do virus da AEC (SOUZA et al., 2012).

Rowe et al. (1992) observaram que fémeas cobertas por machos
soropositivos, apresentaram soroconversao, demonstrando que a transmissao
natural pode ocorrer.

Fatores como raca, sexo, e idade dos animais parecem nao
influenciar na suscetibilidade da infeccdo (ROWE & EAST, 1997), entretanto, o
estresse, infeccdes bacterianas e virais concomitantes podem acentuar o risco
da doenca (ZINK et al.,, 1987) tendo a probabilidade de alguns animais
infectados possuir carga viral mais do que outros (ADAMS et al., 1983).

Embora ndo esteja demonstrada claramente a ocorréncia da
transmissao interespécies, estudos experimentais relatam a transmissao entre
ovinos e caprinos(BANKS et al., 1983).Sha et al.(2004) e Pisoni et
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al.(2007)descreveram o isolamento de certos subtipos SRLV em espécies de
cabras e ovelhas sugerindo que a transmissédo interespécies pode ocorrer
ainda em condi¢des naturais. Os provaveis fatores de risco estdo relacionados
a auséncia de medidas profilaticas de controle (PISONI et al., 2007) a criagao
consorciada entre caprinos e ovinos (SHA et al., 2004; GJERSET et al., 2007;
GJERSET et al., 2009), do consumo de leite ou colostro contaminados de
oVvinos por caprinos e vice versa, além do contato proximo entre estas espécies
(PETERHANS et al., 2004) e o uso dos mesmos utensilios (GJERSET et al.,
2009).

Esta suposicdo foi comprovada através de sequencias isoladas de
analises filogenéticos de subtipos SRLV de rebanhos mistos de ovinos e
caprinos (SHA et al.,, 2004; GJERSET et al., 2007)0 que sugere que em
criagcdoes consorciadas, essas espécies podem funcionar como reservatérios
para subtipos de LVPR (SHA et al., 2004; COSTA et al., 2007).

2.4 Sinais Clinicos

Os principais sinais clinicos sado artrite e leucoencefalomielite,
contudo, os animais podem apresentar ainda mamite e pneumonia (ADAMS et
al., 1983; NARAYAN & CORK, 1985; DAWSON, 1987; PERETZ et al., 1993;
FRANKE, 1998). Dentre os animais infectados somente 35% manifestam
alguma sintomatologia clinica e pode levar meses a anos, enquanto outros
animais nunca apresentam sintomas da enfermidade (EAST et al., 1987;
ROWE et al., 1992).

A artrite é o sinal clinico mais frequente entre os caprinose, acomete
animais acima de oito meses de idade. Todas as articulagbes podem ser
afetadas, sendo as articulagbes carpo-metacarpianas as mais atingidas
(CRAWFORD & ADAMS, 1981). O aumento do volume da articulacao é
resultante do processo inflamatério, e com a evolucdo da doenca, observa-se
claudicacao intensa e dificuldade de locomocao (LARA et al., 2005).0s animais
tendem a permanecer em decubito por longos periodos levando a quadros de
dermatite e ulceragdes, além de emagrecimento progressivo (NOGUEIRA et
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al., 2009; CRAWFORD & ADAMS, 1981; WOODWARD et al., 1982; BOHLAND
et al.,1999), queda da produtividade e, geralmente,0 abate precoce dos
animais (FRANKE, 1998).

Mais frequente nos animais jovens, de dois a quatro meses de
idade, ocorre a leucoencefalomielite, (CORK & NARAYAN, 1980) podendo
ocorrer em animais mais velhos associada com a artrite (CASTRO et al., 1994).
Os animais inicialmente apresentam fraqueza e andar inseguro, evoluindo para
ataxia e paresia uni ou bilateral dos membros posteriores, opistétono, torcicolo
com movimentos de pedalagem (CORK et al., 1974; CASTRO & MELO 2001).

O virus da AEC pode afetar a glandula mamaria, causando mamite
intersticial endurativa, esta caracteriza-se pelo endurecimento do parénquima
da glandula mamaria que resulta na assimetria do Ubere (BIRGEL JUNIOR et
al., 2007), reducdo da producdo de leite e do periodo de lactagao
(LERONDELLE et al., 1995; SMITH & SHERMAN, 1994; SERAKIDES et al.,
1996)observando-se aumento persistente dos linfonodos retromamarios
(PERETZ et al., 1993). Pode apresentar-se de forma aguda, no final da
primeira gestacao ou crbénica, durante a lactagdo (CASTRO & MELO 2001).

A pneumonia crbnica intersticial, de menor gravidade aos caprinos,
acomete animais jovens e adultos. Pode ocorrer, de forma aguda apés o
animal ter sido submetido a algum estresse. Os sintomas saodispnéia, apds
exercicios fisicos, taquipnéia além de febredevido a infecgbes secundarias
(CORK & NARAYAN, 1980).

2.5Resposta Imunoldgica

A infeccdo por LVPR é responsavel pela indu¢cdo em intensidade
variada de resposta imunolégica celular e humoral, que ndo protegem contra a
replicagdo viral. Estudos sequenciais revelam que apds a infeccdo, ocorre
resposta humoral e, anticorpos neutralizantes sdo produzidos tardiamente em
pequenas quantidades e sdo de baixa afinidade, de maneira que néao
interrompem o ciclo de replicacdo do virus. A resposta celular caracteriza-se
pela proliferagdo de linfocitos que eliminam células infectadas, entretanto, ndo
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destroem as células que contém o provirus. Os anticorpos que sdo adquiridos
através da ingestéo do colostro permanecem em niveis detectaveis no soro dos
cabritos por cerca de seis meses, nado interferindo na suscetibilidade (ADAMS
et al., 1983; CASTRO, 1998)

2.6 Diagnéstico

Devido os animais infectados nem sempre apresentarem
sintomatologia clinica evidente, o diagnéstico das lentiviroses deve ser
baseado, no histérico (CRAWFORD & ADAMS, 1981), nos sinais clinicos,
quando presentes e dados epidemiologicos (REISCHAK et al,
2002b)associados as provas laboratoriais para deteccao direta do virus ou do
seu material genético ou, ainda, indiretamente, através da deteccdo de
anticorpos (PINHEIRO et al., 2009 ).

Para deteccao direta da presenca do virus da AEC e o diagnéstico
precoce da infeccao sdo utilizados os testes de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), Isolamento do virus em Cultura Celular; Microscopia
Eletrénica (ME) e a Hibridizacdo in situ (CAPRINE, 2007; PINHEIRO et al.,
2001a; SIDER et al., 2010). O teste de PCRpor ser um teste caro e laborioso,
ainda é utilizado de forma restrita por alguns laboratorios,possui alta
especificidade e sensibilidade e rapidez nos resultados, sendo indicado para
testes com resultados inconclusivos (RIET- CORREIA et al., 2001), e capaz de
detectar animais infectados que ainda nao soroconvert eram (PINHEIRO et al.,
2001a; ANDRES et al., 2005; TIGRE et al., 2006) entretanto, de acordo com
Andrés et al. (2005), ap6s a soroconversao devido a baixa carga viral,a PCR
torna-se menos sensivel quando comparado ao teste de Elisa.O PCR pode
também ser utilizado para a investigacao do DNA proviral de lentivirus caprinos
em amostras de sangue, liquido sinovial, leite e soro de leite, tecido, sémen,
tecidos uterinos e embrido (PINHEIRO et al., 2001a).

A técnica de Isolamento Viral em cultivo celular é laboriosa, de alto
custo e lenta e, necessita de implantacédo de cultivos celulares especiais e, nao
detecta os virus que ndo causam efeito citopatico (ECP) (KNOWLES, 1997).
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Para o lentivirus caprino, o isolamento pode ser feito em células da membrana
sinovial de caprinos (MSC) e células do plexo coréide para ovino (TEIXEIRA et
al., 1997) dentre outras.

A microscopia eletrbnica (ME) e a hibridizagao in situ também sao
técnicas laboriosas e onerosas. Sendo que a ME além de equipamentos
sofisticados exige pessoal qualificado o que a torna inviavel para diagnéstico
de rotina (PINHEIRO et al., 2009), enquanto que a hibridizacao in situ, pode ser

utilizada para esclarecer resultados inconclusivos (BROWN, 1998).

Os testes indiretossdo usados para demonstrar indiretamente a
existéncia da infeccéo pelo virus da AEC através da deteccdo de anticorpos,
utilizando os testes de IDGA, ELISA Indireto, Imunofluorescéncia Indireta (IFl),
Dot-Blot, Western Bloting (Imunobloting) (PINHEIRO 2001a). Destes, o mais
difundido é a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA)de baixo custo, facil
aplicabilidade,boa especificidade e sensibilidade razoavel (ROWE &EAST,
1997). Este teste € recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude Animal
(OIE) para deteccado de anticorpos contra LVPR, sendo, no Brasil o teste mais
utilizado para o diagnéstico da AEC (ABREU et al., 1998) e, indicado como
teste de triagem nos programas de controle da enfermidade.

Entretanto, o IDGA, possui valor limitado na identificagdo de animais
em fase inicial da infeccdo (FROTA et al., 2005), dos animais que apresentam
soroconversdo tardia e daqueles que possuem variagdo dos niveis de
anticorpos durante a vida, além de nao detectar os caprinos com baixo titulo de
anticorpos, influenciando assim na sensibilidade do teste, permanecendo no
rebanho os animais falso-negativos e influenciando diretamente no sucesso
dos programas de controle (CAPRINE, 2007; TIGRE et al., 2006) que deve-se
considerar a necessidade de uma troca de antigeno periddica para um melhor
diagnéstico (PINHEIRO et al., 2009).

O teste de IDGA, fundamenta-se na difusdo de anticorpo e antigeno
em uma base semi-sdlida contendo agar e eletrélitos. Quando o antigeno e

anticorpo se encontram em concentragdes equivalentes, interagem e
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precipitam, formando imunocomplexos estaveis, que sdo as linhas de
precipitacdo (PINHEIRO et al., 2001a).

O teste de Microimunodiusdo (Micro-IDGA) utilizado para o
diagnéstico das lentiviroses requer um custo menor que a Macroimunodifusao
(Macro-IDGA), pois, exige menor quantidade de antigeno para a realizagdo do
teste (GOUVEIA et al., 2000).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) baseia-se no uso de antigenos
ou anticorpos marcados com enzima, de forma que os conjugados resultantes
tenham atividade tanto imunol6égica como enzimatica. Quando o antigeno ou o
anticorpo estiverem marcados com uma enzima e insolubilizado sobre um
suporte, a reacao sera revelada mediante a adicao de um substrato especifico,
que sob a acao da enzima produzira uma cor, e o resultado podera ser melhor
observado através do espectofotdmetro (ABBAS & LICHTMAN, 2003).

Atualmente, existe o Elisa para deteccdo de anticorpos antigo 135
do virus da AEC, utilizado também para a Maedi-Visna. E uma técnica de alto
custo, porém, utilizada para exames em larga escala e de facil execucao
(ZANONI et al.,, 1995; HERMANN et al., 2003; ISSHIZUKA et al., 2005;
PINHEIRO et al., 2001a). A sensibilidade e a especificidade dependem do
antigeno e da técnica empregada, porém, em geral, apresenta boa
especificidade e maior sensibilidade quando comparado ao IDGA (ANDRES et
al., 2005),

O teste de Elisa indireto é capaz de detectar os anticorpos 15 a 20
dias pos-infeccdo (PINHEIRO et al., 2001a)é um teste complementar para
confirmacéo de diagndstico da AEC, e pode ser utilizados para levantamentos
clinico epidemiolégicos para determinacao de prevaléncias da infeccdo (LARA
et al., 2002).

Mais viavel que o teste de IDGA e ELISA, o Dot-Blot apresenta
sensibilidade maior que o IDGA, ndo requer equipamentos caros como o teste
de Elisa, sendo mais barato, mais rapido e mais pratico podendo ser
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empregado em eventos agropecuarios e até mesmo no campo (PINHEIRO et
al., 2001a).

Apresentando alta sensibilidade e capaz de detectar anticorpos para
o virus da AEC em animais recentemente infectados, o Western Bloting
(Imunobloting) € um teste laborioso e demorado, sendo geralmente, utilizado
para esclarecimentos de resultados divergentes (CAPRINE, 2007; PINHEIRO
et al., 2001a).

2.7 Controle e Profilaxia

Nao existe tratamento nem vacina para a AEC fator que contribui
para o complexo e laborioso controle desta infeccao, aléem de,a maioria dos

animais portadores do virus ndo manifestar sintomatologia clinica.

Dessa forma, medidas de prevencéao e controle devem ser baseadas
em praticas de manejo com o objetivo de evitar possiveis fatores de risco que
possam contribuir para a disseminagao da infeccdo (ALVES, 1999; FROTA et
al., 2005; STACHISSINI et al.,, 2007; REINA et al., 2009)e odiagnéstico
soroldgico, o procedimento inicial para o controle desta enfermidade (REINA et
al., 2009).

Para minimizar as perdas econdémicas com matrizes e reprodutores
infectados, estudos indicam que a transferéncia de embrido (TE) pode ser um
método seguro utilizadoparaproduzir crias livres do virus da AEC provenientes
de doadorasinfectadas(WOLFE et al., 1987; ANDRIOLI-PINHEIRO et al., 1996;
AL ALl AHAMAD et al., 2008; CORTEZ-ROMERO et al., 2012) desde que
realizado de acordo com o Protocolo International Embryo Transfer Society
(IETS) e utilizando embrides de boa qualidade (AL ALI AHAMAD et al., 2008).

Vale ressaltar que os ovinos podem funcionar como reservatérios
para os subtipos de LVPR que poderdo ser naturalmente transmitidos aos
caprinos pela infecgdo horizontal. Inversamente, caprinos podem funcionar

como reservatério para a infeccdo em ovinos, portanto, isto deve ser
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considerado em todos os programas de erradicacao das lentiviroses (SHAH et
al., 2004).

O sucesso de um programa de controle depende da sensibilidade e
especificidade do teste diagnéstico, da frequéncia de sua utilizagdo em um
mesmo rebanho e no manejo utilizado nesse mesmo rebanho (PINHEIRO et
al., 2010). Para otimizacao de programas de controle e erradicacao, deve-se
em uma primeira fase utilizar antigenos e seus respectivos padrées de soro de
amostras autéctones e representativas em testes de IDGA e, em fases
posteriores diagndsticos complementares como Elisa, Imunofluorescéncia
Indireta (IF), Western Blot (WB) e Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
(REISCHAK et al., 2002a).

Para implementagdo e sucesso dos programas de controle da
enfermidade é necessario, inicialmente identificar a prevaléncia da doencga no
rebanho, através da realizacao de testes sorologicos (PETERHANS et al, 2004;
REINA et al., 2009). Ao se identificara prevaléncia em alta (> 70%),
intermediaria (40-69%), baixa (10-39%), muito baixa (1-9%) (REINA, et al.,
2009) esta deve ser reduzida progressivamente até atingir o status de
erradicacdo no rebanho e, por ultimo ser consolidado o status de
sorologicamente negativo com a erradicacdo do virus (PETERHANS et al,
2004).

Entretanto, algumas recomendagdes devem ser adotadas nos
rebanhos onde a infeccdo esta presente, como: remover as crias
imediatamente apds o nascimento (TURIN et al.,, 2005; NOGUEIRA et al.,
2009); separando-as de animais infectados em baias distantes; fornecer
colostro livres do virus da AEC, aquecido a 56°C durante uma hora, colostro
artificial ou leite de vaca pasteurizado (ADAMS et al., 1983); ndo introduzir
animais no rebanho sem antes realizar testes sorolégicos, os quais deverao
ser repetidos semestralmente ou anualmente, em todos os animais com mais
de seis meses de idade;realizar quarentena dos animais(OLIVEIRA et al.,
2006; ALVES, 1999; ADAMS et al., 1983; TURIN et al., 2005; REINA et al.,
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2009; NOGUEIRA et al., 2009); isolar ou descartar os animais soropositivos
e/ou com sintomatologia clinica(PINHEIRO et al., 2001a; TURIN et al., 2005).

Para o comércio e exposicdes de animais devem ser tomadas
medidas rigorosas de biosseguranca (REINA et al., 2009) que sao fatores de
risco de grande importanciapara a disseminacdo da doenca entre rebanhos
(CONTRERAS et al., 1998; LEITE et al., 2004., GOUVEIA et al., 2009). Devido
esta enfermidade apresentar longo periodo de incubacédo, as medidas de
quarentena aplicadas rotineiramente devem esta associadas a aquisicdo de
animais provenientes de estabelecimentos certificados como livres da AEC
(ROBLES et al.,2003).

Diversos paises tém adotado medidas preventivas visando o
controle e a propagagao da infeccdo, através de Planos de Saneamento
(FRANKE, 1998).

No Brasil, o transito de caprinos destinados as exposicoes, feiras,
leildes e outras aglomeracdes, segue a Portaria n® 162, de 18 de Outubro de
1994 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) onde
exige que os animais devem apresentar resultado negativo ao teste sorolégico
de IDGA para diagnéstico da AEC, deixando, a critério dos Servigcos Estaduais
de Defesa Agropecuaria, na impossibilidade da realizacdo do teste de
laboratério, a permissdo da apresentacdo de um documento emitido por
Médico Veterinario atestando que os animais procedem de rebanhos onde nao
tenha ocorrido manifestacao clinica da AEC nos 180 dias anteriores ao inicio
do certame.

No estado do Maranhdo, para o transito de caprinos € exigida a Guia
de Transito Animal (GTA) acompanhada do Atestado Sanitario emitido por
Médico Veterinario com registro na Unidade Federativa de origem dos animais,
apos exame clinico e constatacdo da auséncia de sintomatologias de AEC,
Ectima Contagioso e Linfadenite Caseosa. Estes documentos sanitarios sao
apresentados nas barreiras zoofitossanitdrias (Figura 1)localizadas

estrategicamente,quando os animais estao em transito e, também nos eventos
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agropecuarios visando o controle e a disseminacdo de doencas no Estado
(MARANHAO, 2005).

M Sao Luis
M Piranji
M Brejo
¥ Timon (Ponte Metalica,
Ponte da Amizade, Posto Fiscal)
B Parnarama
¥ Barao de grajau
Boa Esperancga
M Estreito
Cidelandia
Itinga
Boa Vista do Gurupi

Figura 1. Mapa das barreiras zoofitossanitarias do Estado do Maranhao
Fonte: AGED/MA
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OBJETIVOS




3 Objetivos
3.1 Geral:

e Determinar a prevaléncia e os fatores de risco associados a artrite
encefalite caprina a virus em rebanhos caprinos no estado do Maranhao.

3.2 Especificos:

CAPITULO |

- Prevaléncia e fatores de risco associados a artrite encefalite caprina a virus
em rebanhos caprinos no estado do Maranh&o, Brasil.

o Estimar a prevaléncia da AEC no Estado do Maranh&o.
e |dentificar os fatores de risco associados a artrite encefalite caprina em
rebanhos caprinos no estado do Maranhao.

CAPITULO II

- Anticorpos anti-virus da artrite encefalite caprina: comparacao das técnicas de

Imunodifusdo em gel de Agar e Ensaio imunoenzimatico.

e Comparar os resultados da determinacdo de anticorpos anti-virus da
AEC pelas técnicas de IDGA e Elisa indireto.

¢ Avaliar a sensibilidade e especificidade do Elisa Indireto para a deteccao
de anticorpos virais considerando como padrao a técnica da IDGA.
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Prevaléncia e fatores de risco associados a artrite encefalite
caprina a virus em rebanhos caprinos no estado do Maranhao,
Brasill

Ynady F. Costa2; Tania M. D. SilvaZ; Nancyleni P. ChavesZ; Nathalya dos S.
Martins3; Adriana P. Paixdo?; Humberto de Campos? eFerdinan A. Melo*

ABSTRACT.-Ynady Ferreira Costa, Ferdinan Almeida Melo. 2013. [Prevalence and risk factors
associated with caprine arthritis encephalitis virus in goat herds in the state of Maranhao,
Brazil.] Prevaléncia e fatores de risco associados a artrite encefalite caprina a virus em rebanhos
caprinos dop estado do Maranhao, Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Setor de
Imunodiagnoéstico Veterinario, Universidade Estadual do Maranhdo, Cidade Universitaria Paulo V],
Cx. Postal 9, Tirirical, Sdo Luis, MA 65055-970, Brazil. E-mail: ferdinanmelo@yahoo.com.br

The objective of this study was to determine the prevalence and risk factors associated
with caprine arthritis encephalitis virus in the goat herds in the state of Maranhdo. Blood serum
samples of 390 goats were analyzed by the technique of Micro Agar Gel Immunodiffusion. The
study was conducted on 39 farms belonging to 13 regional municipalities located in Caxias,
Chapadinha, Codé, ItapecuruMirim, Sao Luis and Viana. Serum samples were collected from goats
with or without clinical signs of infection by caprine arthritis encephalitis, of different breeds and
ages. During sample collection, epidemiological questionnaire was applied to investigate factors
that could be associated with infection. Of the 390 serum samples analyzed 7,69 % (30/390) were
positive. The animals reagents were from the municipalities of Sdo Luis (15/30), Sao Jose de
Ribamar (5/30), Timon (4/30), Chapadinha (2/30), Raposa (2/30), Pago Lumiar (1/30) and
Vargem Grande (1/30). Serologically positive goats were detected in 28,20% (11/39) of the
properties. Of the variables considered risk factors for infection with the CAE, milking , origin of
animals from other states, breeding in common with sheep, dairy farming, intensive farming
system, breed, not requiring sanitary documentation and sharing utensils with other properties,
statistical significance (P < 0,05) associated with seropositivity to CAEV. The results of this research
showed that the caprine arthritis encephalitis virus are present in the goat population assessed,
however, with low prevalence.

INDEX TERMS: Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), CAEV, goats, AGID.

RESUMO. - Objetivou-se com este trabalho determinar a prevaléncia e os fatores de risco
associados a artrite encefalite caprina a virus em rebanhos caprinos no estado do Maranhao.
Amostras de soro sanguineo de 390 caprinos foram analisadas pela técnica de Micro Imunodifusao
em gel de Agar. O estudo foi realizado em 39 propriedades rurais, pertencentes a 13 municipios
localizados nas regionais de Caxias, Chapadinha, Cod6, Itapecuru Mirim, Sdo Luis e Viana. As
amostras de soro foram coletadas de caprinos com ou sem sinais clinicos de infec¢do pelo virus da
artrite encefalite caprina, de diferentes racas e idades. Durante a coleta das amostras, aplicou-se
questionario epidemiolégico para investigar fatores que poderiam estar associados a infec¢do. Das
390 amostras de soro analisadas, 7,69% (30/390) foram reagentes. Os animais reagentes foram
provenientes dos municipios de Sdo Luis (15/30),S4d0 José de Ribamar (5/30), Timon (4/30),
Chapadinha (2/30), Raposa (2/30), Pago do Lumiar (1/30) e Vargem Grande (1/30). Foram
detectados caprinos sorologicamente positivos em 28,20% (11/39) das propriedades avaliadas.
Das variaveis consideradas fatores de risco para a infec¢do pelo virus da AEC, ordenha manual,
origem dos animais de outros estados, criagdo em comum com ovinos, exploracdo leiteira, sistema
de criagdo intensivo, raca, a ndo exigéncia de documentagao sanitaria e compartilhar utensilios com
outras propriedades, apresentaram significancia estatistica (P < 0,05) associada a soropositividade
para virus da AEC. Os resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que o virus da artrite
encefalite caprina encontram-se presente na populagdo caprina avaliada, entretanto, com baixa
prevaléncia

TERMOS DE INDEXA(;AO: Artrite Encefalite Caprina (AEC), CAEV, caprinos, IDGA,

2 Agéncia Estadual de Defesa agropecudria do Maranhdo (AGED/MA). Av. Marechal Castelo Branco, n2 13, Sdo Francisco, Sdo

Luis/MA, CEP: 65090 -160. E-mail: ynadyf@hotmail.com/taniatduarte@hotmail.com/nancylenichaves@hotmail.com/prazeres-
vete@htmial.com/ humbertodecampos@hotmail.com

3 Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). E-mail: veterinariamartins@hotmail.com 46
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INTRODUGAO

A caprinocultura no Brasil é uma atividade exercida principalmente por pequenos
produtores em sistema de criacdo predominantemente extensivo. O maior efetivo de caprinos no
Brasil encontra-se na regido Nordeste (IBGE), onde esta atividade representa importante papel
social e econdmico e caracteriza-se por apresentar desorganizacdo da cadeia produtiva, baixo uso
de tecnologias facilitando a introducdo de diversas enfermidades nos rebanhos entre estas a Artrite
Encefalite Caprina (AEC) (Pinheiro et al. 2009, Maciel 2006, Hélio Neto et al. 2010)

A Artrite Encefalite Caprina (AEC) é uma lentivirose que acomete caprinos de diferentes
idades, raca e sexo (Castro & Melo 2001), causada pelo RNA virus pertencente a familia
Retroviridade e género Lentivirus (Al-Qudahet al. 2006). Caracteriza-se por longo periodo de
incubacgdo que pode variar de meses a anos, evolugdo assintomatica ou sintomatologia progressiva
e persistente, com o agravamento dos sintomas e morte do animal (Callado et al. 2001, Ribeiro et al.
2011, Souza et al. 2011, Andrade et al. 2012). Os sinais clinicos sdo artrite, leucoencefalomielite,
mamite e pneumonia. As perdas econdmicas sdo em decorréncia da morte dos animais jovens,
reducdo da producdo de leite, perda de peso, dificuldade de locomogdo além da reposi¢do precoce
de animais, desvalorizacdo do rebanho e barreiras comerciais, sendo a principal via de transmissao
a ingestdo de colostro e leite contaminados (Melo &Franke 1997, Pinheiro et al. 2001b, Ribeiro et al.
2011, Souza et al. 2011, Andrade et al. 2012).

Estudos anteriores indicam que o virus se originou na Europa e devido a importagdo de
animais, a doenga encontra-se difundida em todo o mundo, com prevaléncia maior em paises onde
a caprinocultura é mais tecnificada (Adams et al. 1984, Callado et al. 2001). No Brasil, a introdugio
da doenga ocorreu através da importagdo de animais de paises da Europa e América do Norte (Lima
et al. 2004) para melhoramento do rebanho nacional, com o objetivo de incrementar a produgio de
leite. O primeiro registro da infeccdo, no Brasil, ocorreu em 1986 (Moojenet al. 1986). Estudos
recentes demonstram que a AEC estad disseminada mundialmente, inclusive no Brasil (Ribeiro et al.
2011, Souza et al. 2011, Andrade et al. 2012), no entanto, a maior prevaléncia é observada em
paises onde a caprinocultura é mais tecnificada.

Devido a alta distribui¢do da artrite encefalite caprina nos rebanhos caprinos nacionais de
racas especializadas de leite, e no sentido de colaborar com a prevencdo, disseminacdo e/ou a
introducdo da doenca no estado, foi realizado este trabalho com o objetivo de determinar a
prevaléncia e os fatores de risco associados a artrite encefalite caprina a virus, em rebanhos
caprinos no estado do Maranhao.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo e delineamento amostral

0 estado do Maranhdo possui uma area territorial de 331.983,293 km?, localizado a Noroeste
da Regido Nordeste. Limita-se ao Norte com o Oceano Atlantico, Sul e Sudoeste ao Estado do
Tocantins, Leste, Nordeste e Sudeste com o Estado do Piaui e ao Oeste e Noroeste com o Estado do
Para, possui uma populagdo estimada em 6.103,327 habitantes distribuida em 217 municipios
(IBGE 2011). O estado possui um efetivo de 369.450 cabecas de caprinos (Maranhdo 2012).

Para delimitacdo da area de estudo, levou-se em consideracdo a divisio do estado em
consonancia com o Servico de Defesa Agropecuaria do Estado do Maranhdo, que divide o estado em
18 Unidades Regionais (Agailandia, Bacabal, Balsas, Barra do Corda, Caxias, Chapadinha, Cod¢,
Imperatriz, [tapecuru-Mirim, Pedreiras, Pinheiro, Presidente Dutra, Rosario, Santa Inés, Sdo Jodo
dos Patos, Sdo Luis, Viana e Zé Doca) (Fig. 1). Foram selecionados 13 municipios do estado do
Maranhdo, pertencentes as regionais de Caxias, Chapadinha, Cod6, Itapecuru Mirim, Sdo Luis e
Viana. O critério de selecdo baseou-se no maior contingente rebanho de caprinos e/ou regides com
animais de melhor padrdo zootécnico.

Para a determinagdo do tamanho da amostra levou-se em consideracdo a prevaléncia de
18%, encontrada por Silva et al. (2012) no estado de Pernambuco, um nivel de confianca de 95% (Z
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= 1,96) e uma variacdo de erro de 4%. Assim foi realizada amostragem de 390 caprinos de
diferentes tipos raciais e, idades variadas, procedentes de 39 propriedades localizadas em
municipios pertencentes a regido leste (Brejo, Chapadinha, Caxias, Codd, Coroatd, Sdo Benedito do
Rio Preto e Vargem Grande), norte (Sdo Luis, Pago do Lumiar, Raposa e Sdo José de Ribamar) e
oeste (Sdo Jodo Batista) do estado do Maranhdo. O nimero de amostras coletadas foi igual para
todos os municipios e propriedades (Tabela 1).

Colheita de sangue

Apés antissepsia, foram coletados 5 mL de sangue através da puncdo da veia jugular
utilizando tubos de vacutainer esterilizados e sem anticoagulante. Os tubos contendo as amostras
permaneceram a temperatura ambiente para retragdo do coagulo, em seguida foram centrifugadas
a 2000G por 10 minutos para obten¢do do soro, e acondicionados em microtubos tipo Eppendorf”
com capacidade para 2,0 mL, posteriormente, foram estocados a temperatura de -20° C até a
realizacio do teste sorolégico. Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal - CEEA do curso de Medicina Veterindria da Universidade Estadual do
Maranhéo, protocolo n2 030/2012 (anexo 3).

Diagndstico sorolégico

A andlise sorolégica foi realizada no Laboratério de Imunodiagnéstico do Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Para a pesquisa de
anticorpos foi utilizado o Kit comercial para o teste de Micro Imunodifusido em gel de Agar da
Biovetech (Industria e Comércio de Produtos Biotecnolégicos LTDA -ME), utilizando o antigeno
protéico (p28) extraido do capsideo do virus da AEC, e a leitura realizada ap6s 24 e 48 horas de
incubacdo. O teste foi realizado de acordo com as instrug¢des do fabricante.

Dados epidemioldgicos

Em cada propriedade foi aplicado questionario epidemiolégico para obter informacgdes
referentes as propriedades, animais estudados e fatores eventualmente associados a infeccdo pelo
virus da artrite encefalite caprina. As seguintes variaveis foram analisadas: tipo de ordenha, origem
dos animais, criagdo em comum com ovinos, assisténcia veterinaria inseminagio artificial, tipo de
exploracgdo, sistema de criagdo, consumo de leite cru, raca, exigéncia de documentagao sanitaria,
realizacdo de quarentena, participagdo em eventos agropecudrios, compartilhar utensilios e
reprodutores com outras propriedades.

Para o estudo da associacdo entre a soropositividade e as varidveis analisadas, foi utilizado
teste Exato de Fisher ou teste Qui-quadrado de independéncia, quando as condi¢bes para oteste
Exato de Fischer ndo foram verificadas. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (0,05) e
intervalos com confiabilidade de 95%. O programa utilizado para a obten¢do da analise foi o Instat
2.0 versdo 2003 e o EpInfo 3.43 versio 2007.

RESULTADOS

Das 390 amostras de caprinos avaliadas no estudo, para diagndstico da artrite encefalite
caprina, 7,69% (30/390) foram reagentes. Com relacdo as regides estudadas, o valor da prevaléncia
encontrado na regido norte (regido metropolitana de Sao Luis) foi de 76,67% (23/30), leste 23,33%
(7/30) e naregido oeste ndo houve animais reagentes.

Dos 13 municipios amostrados, 53,84% (7\13) apresentaram pelo menos um animal
reagente. Sdo Luis foi o municipio que apresentou maior prevaléncia, 50% (15/30), seguido de Sao
José de Ribamar 16,66% (5/30), Timon 13,33% (4/30), Chapadinha 6,67% (2/30), Raposa 6,67%
(2/30), Pago do Lumiar 3,33% (1/30) e Vargem Grande 3,33% (1/30) (Figura 2).

Das 39 propriedades estudadas, em 28,20% (11/39) foram encontrados pelo menos um

animal reagente. Destas 27,28% (3/11) sdo produtoras de leite, 36,36% (4/11) sdo de exploragao
mista e 36,36% (4/11) sdo de animais de corte.

48



A anadlise univariada demonstrou que as variaveis ordenha manual, origem dos animais de
outros estados, criagdo em comum com ovinos, exploracio leiteira, sistema de criagdo intensivo,
raga, a ndo exigéncia de documentacio sanitaria e compartilhar utensilios com outras propriedades
apresentaram associacdo estatistica significativa (P<0,05) ao risco de ocorréncia da infeccdo
(Tabela 2).

DISCUSSAO

No periodo e regido estudados, foram verificados anticorpos contra o virus da artrite
encefalite caprina (AEC) em 7,69% (n=30) dos caprinos amostrados e, em 28,20% (11/39) das
propriedades estudadas. No estado do Maranhio, os trabalhos realizados anteriormente para a
determinacdo da prevaléncia de anticorpos anti-AEC nao foram conduzidos em niimero abrangente
de amostras e, para alguns municipios, representa o primeiro relato desta infec¢do em caprinos.

A presenca de caprinos reagentes apenas nas regides norte (76,67%) e leste (23,33%) do
estado do Maranhdo pode estd relacionada a uma maior concentragio, nestas regides, de animais
de ragas puras com aptiddo leiteira. Das regionais avaliadas, Sdo Luis, Caxias, Chapadinhas e
Itapecuru Mirim apresentaram animais reagentes. E, dos 13 municipios amostrados, 53,84% (7\13)
evidenciaram pelo menos um animal com anticorpos anti-AEC. Estes dados indicam que a infec¢do
pelo virus da AEC esta amplamente distribuida no estado do Maranhao.

0 percentual de positividade para virus da AEC, por propriedade, variou de 10 a 60%. Essa
variagdo ocorreu tanto nas propriedades onde houve a aquisi¢io recente de animais como naquelas
que ndo receberam novos caprinos ha pelo menos um ano. Um aspecto observado é que apesar da
pequena movimentacdo dos animais, as propriedades reagentes adquiriram em algum momento
animais de outros estados (PI, MG, PE, PB, SP) onde a artrite encefalite caprina ja foi comprovada
laboratorialmente, o que indica que o virus circulante pode ter sido originado da importagdo de
animais.

Quanto ao manejo da ordenha verificou-se que as prevaléncias mais elevadas foram
encontradas nos animais das propriedades que realizavam ordenha do tipo manual (5,38%), com
associacao significativa desta varidvel ao risco da infec¢do pelo virus da artrite encefalite caprina.
De acordo com Silva et al. (2005), a concentra¢do de animais facilita a disseminacdo do virus da
AEC. Estes pesquisadores recomendam qua a ordenha seja realizada em locais sem concentragio
excessiva de animais. Rowe&East (1997) e Alves (1999) relatam que oleitecontaminado com o
virus da AEC pode, também através de aerosséis,durante a ordenha manual contaminar as maos do
ordenhador,toalhas e outrosfomites, aumentando assim, o risco de transmissio do virus da artrite
encefalite caprina.

A variavel origem dos animais foi associada a soropositividade (P<0,05) para o virus da AEC
no presente estudo. Observou-se soropositividade de 0,51%, 1,54% e 5,64%, para animais
adquiridos da prépria regido, estado e outros estados, respectivamente. A maior prevaléncia
observada nos animais adquiridos de outros estados mostra que provavelmente, o virus da artrite
encefalite caprina foi introduzida no estado do Maranhio através do comércio de caprinos, sem as
devidas medidas de prevencdo, corroborando com Bandeira et al. (2009), Ghanem et al. (2009),
Leite et al. (2004) e Contreras et al. (1998) que consideram o comércio de animais, importante
fator de risco para a disseminacdo da infec¢do entre rebanhos.

Propriedades que criam concomitantemente caprinos e ovinos demonstraram que a
presenca desta ultima espécie pode ser um fator de risco (P < 0,05) para a infec¢do pelo virus da
artrite encefalite caprina, uma vez que os ovinos sdo susceptiveis a infec¢do, tanto natural como
experimental, por este virus. E possivel que esta espécie tenha um importante papel na
epidemiologia dessa infec¢do, cabendo aos ovinos a susceptibilidade de se tornarem infectados
assintomaticamente (Banks et al. 1983, Peterhans et al., 2004, Pisoni et al. 2007).

Com relagdo ao tipo de exploracgdo verificou-se maior percentual de animais reagentes para a
exploracdo leiteira (4,10%), seguido de exploragdo mista (2,31%) e exploragdo para carne (1,28%).
Observou-se um valor significativamente maior de animais soropositivos de exploracgio leiteira
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(P<0,05), sendo este tipo de exploragdo um fator de risco para a artrite encefalite caprina. No que se
refere a raca, houve maior nimero de animais reagentes entre os representantes da raga saanen
(4,10%), logo animais desta raga apresentam uma maior probabilidade de serem infectadas pelo
virus da AEC. Quanto ao sistema de cria¢do foi observado que houve maior nimero de animais
reagentes para o sistema intensivo (4,36), com associacdo estatistica significativa desta variavel
(P<0,05) ao risco da infeccdo por este virus. Classicamente, tém-se estabelecido que a doenca
ocorra com maior frequéncia no rebanho leiteiro refinado (ragas leiteiras) por ser manejado de
forma mais intensiva quando comparado aos rebanhos criados de forma extensiva. O sistema de
criacdo intensivo origina lotacdo exagerada das criagdes, além de ser submetido a manipulagdes
tecnolégicas, que mal aplicadas facilitam a transmissao horizontal ou vertical da doenga (Mendes et
al. 2011).

Com relacdo a documentagdo sanitaria, verificou-se que nove das onze propriedades que
apresentaram animais reagentes, exigiam a documentac¢do sanitaria, que no estado do Maranhdo,
incluem a Guia de Transito Animal (GTA) e o Atestado Sanitdrio (Maranhdo 2005) e destas,
somente 9,09% (1\11) afirmaram exigir esporadicamente teste sorolégico para a AEC, que apesar
de ndo ser um documento obrigatério no estado do Maranhao, é recomendado pelo Ministério da
Agricultura Pecudaria e Abastecimento (MAPA). De acordo com Assis & Gouveia (1994), a nado
obrigatoriedade de exames laboratoriais para verificar o estado sanitario de animais durante o
transito destes, aumenta a probabilidade de propagagdo da infeccdo. No presente estudo, a nao
exigéncia de documentagdo sanitdria mostrou ser um fator de risco para esta enfermidade
(P<0,05).

No que diz respeito ao compartilhamento de utensilios com outras propriedades, observou-
se que 100% das propriedades com animais soropositivos, ndo compartilharam nenhum utensilio.
Diferentemente do resultado deste trabalho, a transmissdo iatrogénica através de objetos
perfurocortantes, tatuadores, instrumentos de descorna e outros equipamentos contaminados com
sangue é considerada fator de risco para AEC quando compartilhados, segundo Rowe&East (1997);
Alves (1999); Lara et al. (2003).

As variaveis, assisténcia veterinaria, inseminacdo artificial, consumo de leite cru pelas crias,
realizacdo de quarentena, participagdo em eventos agropecudrios e compartilhamento de
reprodutores foram avaliadas na andlise dos riscos para o virus da AEC, no entanto, ndo foram
apontadas como tal. Para a variavel assisténcia veterindria verificou-se percentual de positividade
mais elevada (4,36%) nos animais procedentes das propriedades que ndo utilizavam assisténcia
técnica, quando comparadas aquelas que a utilizavam (3,33%). A falta de assisténcia médica
veterindria pode ter refletido especialmente no diagnéstico e na auséncia de implantagdo de
programas de controle da infec¢do pelo virus da artrite encefalite caprina. Em propriedades que
utilizavam inseminacdo artificial, como forma de reproducdo, esta mostrou ndo ser um fator de
risco (P>0,05). A utilizacdo de IA com sémen previamente testado e sabidamente livre de virus
pode ser considerada um fator de controle desta infec¢do. Quanto a participacdo em eventos
agropecudrios, somente seis das onze propriedades afirmaram participar, contudo sdo locais onde
muitos criadores tem o habito de adquirir matrizes e reprodutores com o objetivo de melhorar
geneticamente seus rebanhos e além de haver altas densidades de animais e o contato direto com
outros animais, deixando-os expostos a determinados agentes e/ou patdgenos. Da mesma forma, a
variavel realizacdo de quarentena mostrou ser um fator de protegdo nas propriedades avaliadas.

Com relagdo ao compartilhamento de reprodutores com outras propriedades, ndo foi
considerado neste estudo, fator de risco, contudo, a pratica de troca ou aquisi¢do de reprodutores
entre propriedades, com vistas a melhorar a criagido, é comum entre criadorese,para que esta seja
realizada sem riscos de introduzir o virus da AEC no rebanho, medidas de prevencdo devem ser
seguidas uma vez que ja que foi comprovada a presenc¢a do virus no sémen do caprino (Andrioli et
al. 1999), sugerindo que pode haver a possibilidade da transmissdo do virus pela via sexual ou
inseminacdo artificial, conforme Souza et al. (2012).

Das propriedades visitadas, somente uma apresentou animais com sintomatologia clinica
sugestiva de artrite encefalite caprina (artrite), tendo sido confirmada posteriormente a infecgao,
através do teste sorologico (IDGA).
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E importante enfatizar que a infec¢do pelo virus da artrite encefalite caprina esta distribuida
no estado do Maranhdo, conforme observado pelas prevaléncias apresentadas nas regionais,
municipios, propriedades e animais. E, diferentemente de infec¢des que cursam de forma aguda,
esta, por ser ocasionada por um virus que induz infec¢do assintomatica, a soropositividade para o
virus representa a presenca do animal portador e potencial disseminador do virus no rebanho.
Portanto, no geral, o estudo realizado mostrou que o virus da AEC consiste em mais um problema
sanitario adicional com o qual os produtores maranhenses tém de conviver.

O pouco conhecimento que os criadores e muitos profissionais tém sobre a importancia da
artrite encefalite caprina, associado a presenca do virus, pode aumentar a probabilidade da
dissemina¢do da infeccdo entre os rebanhos, o que reforca a necessidade da implantacdo de
programas de controle para esta doenca.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa, considerando a andlise e interpretacdo dos aspectos
sanitarios da artrite encefalite caprina nos rebanhos caprinos examinados, permitiram concluir que
a prevaléncia encontrada para enfermidade foi baixa. Entretanto, a presenca de anticorpos anti-AEC
indica que o virus esta circulando na populagdo caprina do estado do Maranhio e representa alerta
aos servigcos de vigilancia veterindria pelo risco iminente de comprometimento da sadde dos
rebanhos caprinos. Para o controle da infeccdo devem-se considerar os fatores de risco
identificados neste estudo.

Agradecimentos.- AFundacio de Amparo a Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico do
Maranhdo (FAPEMA) pela concessdo de auxilio financeiro para a realizagao deste trabalho.
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Legenda de Tabelas e Figuras

Tabelas

Tabela 1. Distribui¢do das regionais com seus respectivos municipios, bem como, o niimero de

amostras/propriedades, Maranhdo

UNIDADES . N2 ANIMAIS
REGIONAIS MUNICIPIOS PROPRIEDADES TESTADOS
Caxias 3 30
CAXIAS Timon 3 30
Brejo 3 30
CHAPADINHA Chapadinha 3 30
S.B.do R. Preto 3 30
. Codo 3 30
D
cobo Coroata 3 30
ITAPECURU MIRIM Vargem Grande 3 30
Raposa 3 30
~ : Paco do Lumiar 3 30
SAO LUIS Sdo Luis 3 30
Sao José de Ribamar 3 30
VIANA Sao Joao Batista 3 30
TOTAL 39 390
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Tabela 2. Fatores de risco para o virus da Artrite Encefalite Caprina em caprinos de municipios no

Estado do Maranhao

ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA - CAE

Variaveis Reagentes Nado Reagentes Total OR IC95% P
N % N % N %
Tipo de Manual 21 538 101 2590 122 3128 598 26513.50 0.00*
Ordenha Nio ordenha 9 231 259 6641 268 68,72
Origem dos Regido 2 051 128 3282 130 33,33 1046 0.00**
animais Estado 6 154 54 13,85 60 15,38
Outros Estados 22 5,64 178 45,64 200 51,28
Criacdo em sim 9 231 199 51,03 208 5333 034 015077 0.01*
comum com ndo 21 538 161 4128 182 46,67
ovinos
Assisténcia sim 13 333 193 4949 206 5282 151 0.71;320 0.34*
Veterinaria nio 17 436 167 42,82 184 47,18
Inseminagio sim 3 077 73 1872 76 1949 043 0.12;148 0.23*
artificial nio 27 692 287 7359 314 80,51
Tipo de Corte 5 128 245 62,82 250 64,10 70.44 0.00**
exploragio Leite 16 410 24 6,15 40 10,26
Mista 9 231 91 2333 100 2564
Consumo de sim 25 641 285 7308 310 7949 131 048355 081*
leite cru nio 5 128 75 1923 80 20,51
Sistema de Intensivo 17 436 23 5,90 40 1026 7872 0.00**
criagao Semi-intensivo 10 2,56 150 3846 160 41,03
Extensivo 3 077 187 4795 190 48,72
Raca Anglo Nubiano 9 231 71 1821 80 20,51 73.19 0.00**
Saanen 16 410 24 6,15 40 10,26
SRD 128 265 6795 270 6923
Exigéncia de sim 1,79 207 53,08 214 54,87 444 1851062 0.00*
documentacio ndo 23 590 153 3923 176 45,13
Sanitaria
Realiza sim 14 359 214 54,87 228 5846 167 0.79353 0.18*
quarentena nio 16 410 146 37,44 162 41,54
Participacdo sim 11 282 101 2590 112 2872 148 0.68323 0.30*
em eventos ndo 19 487 259 6641 278 71,28
agropecuarios
Compartilha sim 0 000 90 2308 90 23,08 004 000081 0.00*
utensilios com ndo 30 7,69 270 69,23 300 76,92
outras
propriedades
Compartilha sim 11 282 111 2846 122 3128 129 0.59;282 0.54*
reprodutor ndo 19 487 249 63,85 268 6872

P<0,05 - estatisticamente significativo

p>0,05 - ndo estatisticamente significativo

*Teste de Fisher

**Teste de Qui-quadrado
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Figura 1. Mapa das Unidades Regionais do Estado do Maranhao
Fonte: AGED/MA
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Raposa 6,67%
Sio José de Ribamar 16,66%

Pac¢o do Lumiar 3,33%

Sao Luis 50%
Vargem grande 3,33%

Sao Benedito do Rio Preto

Chapadinha6,67%

Caxias

Timon 13,33%

Figura 2. Municipios do Estado do Maranhdo onde foi realizada a pesquisa em caprinos para
deteccdo de anticorpos contra o virus da Artrite Encefalite Caprina (AEC)
Fonte: AGED/MA
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ANTICORPOS ANTI-VIRUS DA ARTRITE-ENCEFALITE: COMPARACAO DAS
TECNICAS DE IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR E ENSAIO
IMUNOENZIMATICO'

Y.F. Costa'; T. M. D. Silva'; N. P. Chaves'; N. S. Martins’;L.P. Melo'; R.R.C.
Rocha'; F. A. Melo®

*Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA, Departamento de Patologia, Cidade
Universitaria Paulo VI, S/N, Tirirical, CEP: 65054 970 — Sdo Luis/MA. E-mail:
ferdinanmelo @ yahoo.com.br

RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar os resultados da determinag@o de anticorpos anti-
virus da AEC obtidos pelas técnicas de IDGA e Elisa indireto, avaliar a sensibilidade e
especificidade do Elisa Indireto para a detec¢do de anticorpos virais considerando como
padrdo a técnica da IDGA para o diagndstico da AEC no Estado do Maranhao. O estudo
foi realizado em 39 propriedades pertencentes a 13 municipios do estado do Maranhdo.
As amostras de soro foram coletadas de caprinos com ou sem sinais clinicos de infec¢ao
pelo virus da artrite encefalite caprina (CAEV), de diferentes ragas e idades. Observou-
se neste estudo que das 390 amostras analisadas foram encontradas prevaléncias de
7,69% (30/390) e 9,74% (38/390) para as técnicas de IDGA e Elisa-i, respectivamente.
Os resultados demonstraram sensibilidade de 100% e especificidade de 97% para o teste
de Elisa. O método estatistico Kappa (K=0,83), determinou concordancia (K = 0,83),
entre as técnicas utilizadas, demonstrando excelente desempenho entre os testes. O teste
de Elisa mostrou-se satisfatério e pode ser usado para a pesquisa de anticorpos contra
virus da AEC.

PALAVRAS-CHAYVE: Caprino, doencas infecciosas, CAE, IDGA, Elisa

ANTIBODIES ANTI-VIRUS OF ARTHRITIS-ENCEPHALITIS:COMPARISON OF
TECHNIQUES AGAR GEL IMMUNODIFFUSION AND IMMUNOSORBENT
ASSAY

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the results of the determination of antibodies anti-
virus of arthritis-encephalitis obtained by the AGID and indirect ELISA, to evaluate the
sensitivity and specificity of Indirect ELISA for the detection of viral antibodies
considering how the standard technique of AGID and recommend Enzyme linked
immunosorbent assay test (ELISA -1) for the diagnosis of CAE in the state of Maranhao.
The study was conducted on 39 properties owned by 13 municipalities of the state of
Maranhdo. Serum samples were collected from goats with or without clinical signs of
infection by caprine arthritis encephalitis virus (CAEV), of different breeds and ages. It
was observed in this study that of the 390 samples analyzed were found prevalence of
7,69 % (30/390) and 9,74 % (38/390) for the AGID and ELISA -i, respectively. The
results showed 100% sensitivity and specificity of 97% for the ELISA test. The
statistical method Kappa (K = 0,83), determined concordance (K = 0,83), between
techniques, demonstrating excellent performance among the tests. The ELISA test was
satisfactory and can be used for the detection of antibodies against CAEV.
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INTRODUCAO

A artrite encefalite caprina é uma enfermidade infectocontagiosa, causada
por um virus da familia Retroviridae e género Lentivirus, que infecta caprinos de todas
as idades (LARA, 2005; ARRUDA et al., 2011). As principais manifestacdes clinicas
sdo a leucoencefalomielite, que acomete os animais mais jovens (CORK et al., 1974) e
artrite, mais comum nos animais adultos (CRAWFORD & ADAMS, 1981). O virus
pode também afetar a glandula mamdria e o pulmdo, causando mamite intersticial
endurativa e pneumonia cronica intersticial (BIRGEL JUNIOR et al., 2007; LARA,
2008).

Os lentivirus infectam além dos caprinos, outras espécies de interesse na
Medicina Veterindria ¢ Humana, como os virus da AIE (equideos), o Maedi-Visna
(ovinos), que apresenta similaridades antigénicas com o virus da AEC, e das
imunodeficiéncias felina (FIV), bovina (BIV), simia (SIV) e a humana (HIV)
(BOHLAND et al., 1999; CALLADO, 2001).

Os animais infectados nem sempre apresentarem sintomatologia clinica
evidente. O diagnostico das lentiviroses deve ser baseado nos sinais clinicos, quando
presentes € dados epidemioldgicos (REISCHAK et al., 2002b) associado as provas
laboratoriais para deteccdo direta do virus ou do seu material genético ou, ainda,
indiretamente, através da detecc¢do de anticorpos (PINHEIRO et al., 2009 ).

As anélises laboratoriais para determinar a presenc¢a da infec¢cdo pelo virus
da AEC podem ser realizadas por testes diretos ou indiretos. Para a deteccdo direta
utiliza-se os testes de reagdo em cadeia de polimerase, isolamento do virus em cultura
celular, microscopia eletronica e hibridizacdo in situ (SIDER et al., 2010; CAPRINE,

2007; PINHEIRO et al., 2001a). A comprovacao indireta da infec¢do pelo virus da AEC
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se da através da deteccdo de anticorpos utilizando os testes soroldgicos de imunodifusao
em gel de 4dgar (IDGA), ensaio imunoenzimético (Elisa), Imunofluorescéncia Indireta
(IFI), Dot-Blot e Western Bloting (Imunobloting) (PINHEIRO 2001a). Os testes
sorolégicos sdo frequentemente mais utilizados para o diagndstico da infeccao, devido a
praticidade na coleta de amostras e aos custos mais baixos (KNOWLES, 1997).

A infecgdo pelo virus da AEC ja foi diagnosticada em paises como Somdlia
6% (GHANEM et al., 2009), Argentina 0,12% (ROBLES et al., 2003), Espanha 12%
(CONTRERAS et al., 1998), Estados Unidos 81% (CRAWFORD & ADAMS, 1981).
No Brasil foi demonstrada nos estados de Pernambuco 18,01% (SILVA et al. 2012),
Tocantins 2,71% (SAMPAIO JUNIOR et al., 2011), Rio Grande do Norte 14,09%
(ARRUDA et al., 2011), Piaui 0,97% (REGO et al., 2011), Bahia 0,87% (LIMA et al.,
2011), Paraiba 8,2% (BANDEIRA et al., 2009), Minas Gerais 25,39% (SANTOS et al.,
2009) Sao Paulo 34,93% (MADUREIRA et al., 2007), Rio de Janeiro 14,1%
(MOREIRA et al., 2005), Ceara 40,73% (MELO & FRANKE, 1997).

O IDGA de facil aplicabilidade, boa especificidade e sensibilidade razodvel
(ROWE & EAST, 1997) € o teste de rotina preconizado pela Organizagcdo Mundial de
Satide Animal (OIE) bastante utilizado no Brasil para o diagnostico da AEC (ABREU et
al., 1998). O teste de Elisa com boa especificidade e maior sensibilidade quando
comparado ao IDGA (ANDRES et al., 2005) é capaz de detectar animais infectados 15
a 20 dias pos-infeccao (PINHEIRO et al., 2001a), apesar de ser uma técnica de alto
custo € utilizada para exames em larga escala e de facil execucdo (ZANONI et al., 1995;
HERMANN et al., 2003; ISSHIZUKA et al., 2005).
Com a finalidade de avaliar a sensibilidade e especificidade do teste de Elisa, LARA et

al. (2002) analisaram 168 amostras de soros caprinos do estado de Sao Paulo e, os
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resultados encontrados foram comparados com os obtidos pelo teste de IDGA. Os
valores de sensibilidade e especificidade obtidos para o Elisa foram 100% e 83,78%,
respectivamente.

Para estimar a sensibilidade e especificidade do teste de Elisa HECKERT et

al. (1992), avaliaram 511 amostras de soro sanguineo de caprinos criados no Canada.
Os resultados obtidos pelo teste de Elisa foram comparados com o teste de IDGA. Os
valores de sensibilidade e especificidade encontrados foram 98,3% e 97,9%,
demonstrando concordancia entre os testes estudados.
SAMAN et al. (1999), encontraram resultados de 99,4% e 99,3%, respectivamente, para
sensibilidade e especificidade, ao desenvolver um Elisa para detec¢do de anticorpos
anti-virus da AEC e quando comparados os valores obtidos com o teste de IDGA,
mostraram existéncia de concordancia entre os testes estudados.

Neste contexto, a pesquisa teve como objetivos comparar os resultados da
determinagdo de anticorpos anti-virus da AEC pelas técnicas de IDGA e Elisa indireto,
avaliar a sensibilidade e especificidade do Elisa Indireto para a deteccdo de anticorpos
virais considerando como padrdao a técnica da IDGA e sugerir o teste Ensaio
Imunoenzimatico Indireto (ELISA-1) para o diagnéstico de AEC no Estado do
Maranhao.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foi realizada amostragem de 390 caprinos de diferentes tipos raciais e,

idades variadas, procedentes de 39 propriedades localizadas em municipios pertencentes

a regido leste (Brejo, Chapadinha, Caxias, Codd, Coroatd, Sdo Benedito do Rio Preto e
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Vargem Grande), norte (Sao Luis, Pagco do Lumiar, Raposa e Sdo José de Ribamar) e
oeste (Sao Jodo Batista) do estado do Maranhao.
Colheita de sangue

ApOs antissepsia, foram coletados 5 mL de sangue através da puncdo da
veia jugular utilizando tubos de vacutainer esterilizados e sem anticoagulante. Os tubos
contendo as amostras permaneceram a temperatura ambiente para retragdo do codgulo,
em seguida foram centrifugadas a 2000G por 10 minutos para obten¢cdo do soro, e
acondicionados em microtubos tipo Eppendorf com capacidade para 2,0 mlL,
posteriormente, foram estocados a temperatura de -20° C até a realizagdo do teste
sorolégico. Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio
Animal — CEEA do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do
Maranhao, protocolo n° 030/2012 (Anexo 3).

As andlises soroldgicas foram realizadas no Laboratério de
Imunodiagnoéstico do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do
Maranhao (UEMA).

Imunodifusao em gel de agarose (IDGA) — Kit comercial

Para a pesquisa de anticorpos foi utilizado o Kit comercial para o teste de
Micro Imunodifusio em gel de Agar da Biovetech (Indistria e Comércio de Produtos
Biotecnoldgicos LTDA -ME), utilizando o antigeno protéico (p28) extraido do capsideo
do virus da AEC, e a leitura realizada apos 24 e 48 horas de incubagdo. O teste
fundamenta-se na difusdo de anticorpo e antigeno em uma base semi-solida contendo
agar e eletrolitos. Foi considerada reacdo positiva a presenca de uma linha de
precipitacdo entre o antigeno e o soro teste, apresentando identidade com a linha

formada pelo soro padrao (ABREU et al., 1998).
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Ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto)

Para o teste de Elisa-i utilizou-se o Caprine Arthritis-Encephalitis Virus
Antibody Test Kit cElisa segundo o protocolo recomendado pelo fabricante. As anélises
das amostras foram realizadas em duplicata e, aquelas que apresentaram resultados
suspeitos foram retestadas.
Analise estatistica

Para a andlise dos resultados utilizou-se parametros estatisticos de
Sensibilidade (Se) e Especificidade (Es) relativas mediante uma tabela 2X2 (Tab.1),
onde o sistema de referéncia foi a técnica de Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA)
(padrao-ouro).

Tab 1. Classificacdo cruzada das técnicas de IDGA e Elisa indireto para a
determinagdo da sensibilidade e especificidade relativas da técnica de ELISA

Imunodifusao em Gel de

ELISA Agar - IDGA Total
Reagente N3ao reagente
Reagente A B A+B
Nao reagente C D C+D
Total A+C B+D N (A+B+C+D)
Descrig@o:

A: Positivos verdadeiros;

B: Falsos positivos;

C: Falsos negativos;

D: Negativos verdadeiros;

N: Nidmero total de amostras comparadas

A determinacdo do grau de concordancia entre as técnicas de IDGA e
ELISA foi determinada pelo método estatistico de Kappa (K), com um nivel de
confianca de 95% (PEREIRA, 1995).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 390 amostras séricas de caprinos analisadas foram encontradas
prevaléncias de 7,69% (30/390) e 9,74% (38/390) nas técnicas de IDGA e ELISA

indireto, respectivamente, como mostra a Fig. 1.
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Fig 1. Resultados gerais obtidos pelas técnicas IDGA e ELISA para a
determinacdo de anticorpos anti-virus da Artrite-encefalite dos caprinos,
Maranhao, 2013

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados dos animais reagentes € nao
reagentes na técnica de ELISA, frente aos obtidos pela prova de IDGA.

Tab 2. Associacdo entre os resultados dos animais reagentes e nido reagentes
obtidos pelas reacdoes de Imunodifusdo em gel de édgar (IDGA) e Ensaio
imunoenzimatico (ELISA), para a deteccao de anticorpos anti-virus da Artrite-
encefalite dos caprinos, Maranhao, 2013

Imunodifusao em Gel de

ELISA Agar - IDGA Total
Reagente N3ao reagente
Reagente 30 (A) 8 (B) 38(A+B)
Nao reagente 0O 352 (D) 352(C+D)
Total 30 (A+C) 360 (B+D) 390 (N)
Descrigdo:

Cilculo de Sensibilidade e especificidade relativas
Sensibilidade relativa (Se): (A/A+C)X100;
Especificidade relativa (Es): (D/B+D)X100;

Considerando a técnica de IDGA como referéncia, o ELISA indireto
apresentou Sensibilidade relativa (Se) de 100% (30/30 x 100) e Especificidade relativa

(Es) de 97% (360/84+360 x 100). Os resultados obtidos demonstram que niao houve
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diferenca estatistica significativa (P>0,05) na determinacdo de reagentes entre os dois
testes diagndsticos.

Os valores de sensibilidade e especificidade obtidos no presente estudo, para
o teste de ELISA, corroboram com os relatados por LARA et al. (2002), que obtiveram
100% e 83,78%, respectivamente, para sensibilidade e especificidade e SAMAN et al.
(1999), com resultados de sensibilidade de 99,4% e especificidade de 99,3%.

A maior sensibilidade do teste de ELISA pode ser atribuida ao fato de que
esta técnica detecta qualquer anticorpo direcionado contra proteinas estruturais € nao-
estruturais do virus estudado. A capacidade de o ELISA indireto gerar sinal a partir de
quantidades muito pequenas de anticorpos também poderia explicar alta sensibilidade.
Logo, esta técnica tem provado ser uma ferramenta eficaz para o diagndstico da AEC,
dadas as suas muitas vantagens, que incluem a automacao, a estabilidade dos reagentes,
os resultados da medicdo objetiva utilizando instrumentos, a utilizacdo de pequenas
quantidades de reagente e baixo nivel de risco biologico (MELENDEZ et al., 1987).
Adicionalmente € um teste de diagnéstico rdpido, que permite a andlise de um grande
nimero de amostras (MOREIRA et al., 2005).

De acordo com o método estatistico Kappa, determinou-se concordancia
quase que perfeita (K = 0,83), entre as técnicas utilizadas, demonstrando excelente
desempenho entre os testes. Estes resultados corroboram fortemente com os obtidos por
LARA et al. (2002), que encontraram um indice Kappa de 0,77 quando um teste de
ELISA indireto foi comparado com a IDGA na pesquisa de anticorpos contra o virus da
artrite encefalite caprina em caprinos.

Os resultados demonstraram a semelhanca de sensibilidade e especificidade

das duas técnicas avaliadas de IDGA e ELISA, o que permitiu demonstrar suas
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utilizagdes na complementacdo do exame clinico, confirmando as recomendagdes de
REISCHAK (2002a). Sendo assim, esta técnica pode ser recomendada para a pratica de
inquéritos soroepidemioldgicos para deteccdo de anticorpos contra o virus da artrite
encefalite caprina, concordando com estudos de diversos pesquisadores (MOURA
SOBRINHO et al., 2010; SILVA et al., 2010; GHANEM et al., 2009; MOREIRA et al.,

2005; SARAIVA NETO et al., 1995; MELO & FRANKE, 1997).
CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que tanto o teste de IDGA
quanto o de Elisa sdo satisfatérios e podem ser usados para a pesquisa de anticorpos

contra AEC.
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CONSIDERACOES FINAIS



6CONSIDERACOESFINAIS

A caprinocultura no Maranhdo é uma atividade desempenhada
principalmente por pequenos produtores e caracteriza-se pelo sistema de
criagdo predominantemente extensivo, baixo uso de tecnologias e deficiente
manejo sanitario, ocasionando grandes perdas econémicas.

Este estudo demonstrou que o virus da artrite encefalite caprina esta
circulando no rebanho caprino do estado e encontra-se presente
principalmente nas ragas de exploragéo leiteira.

O fato de a artrite encefalite caprina ser uma enfermidade
infectocontagiosa pouco conhecida pela maioria dos produtores (principalmente
0Ss pequenos produtores) e os animais infectados quase sempre nao
apresentarem sintomatologia clinica, pode ter contribuido para a introducéo do
virus da AEC no Maranhao.

Conclui-se, portanto, que a presenca da AEC nos rebanhos caprinos do
estado esta associada a varios fatores de risco, sendo que a aquisicdo de
animais de outros estados neste trabalho demonstrou ser um fator de risco
bastante relevante para a disseminacdo desta infeccdo. Dessa forma, é
necessario que informacdes sobre esta infeccdo estejam ao alcance dos
produtores e que medidas de defesa sanitaria animal sejam implementadas,
sobretudo visando controlar o transito de animais entre estados, especialmente
com a finalidade de reproducéao, para evitar maior disseminacao desta infeccao
nos rebanhos caprinos do estado.
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APENDICE

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO



ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA -AEC

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

Identificacdo: Fone:

Municipio UR

Proprietario

Propriedade

01-Vocé ja ouviu falar sobre a doenca Artrite Encefalite Caprina a virus? [1 Sim[IN4o

02- Tipo da Exploragdo: [corteldleite [dcouro I mista

03- Se a exploragao for leite:N2 de cabras em lactagdo ___Producdo diaria de leite __ litros
N° de Ordenhas por dia:l]11 ordenha [02 ou 3 ordenhas [1N3o ordenha

Tipo de Ordenha:L.1manual [Imecanica ao pé [Imecénica em sala de ordenha [1N3o
ordenha

Faz aleitamento artificiall] Sim L1 N3o

Quando desmamados, os cabritos passam a consumir leite:

Cleru de outras cabras [ aquecido a 562C de outras cabras

Cleru de vacas/bufalas [ aquecido a 562C vacas/bufalas

04- Tipo de Criagdo:[1Extensivo [lsemi-extensivollIntensivo [1Semi intensivo

05- Usa inseminagdo artificial? [1SimCIN3o
06- Raca predominante:
Raca Aptidao Raca Aptidao
Anglonubiana Carne e leite Mambrina Carne
Alpina Leite Murciana Carne, leite e pele
Canindé Leite Boer Carne
Moxotd Leite, carne Savana Carne
Togenburg Leite Repartida Pele
Marota Pele Angord Pele
SRD

07- Efetivo de animais na propriedade:

08-Origem dos animais: ( ) Regido

( ) Estado ( ) Outros estados Quais

ESPECIE MACHOS | FEMEAS | MACHOS | FEMEAS | TOTAL
<de6 <de6 >de6 >de 6
Meses Meses Meses Meses
CAPRINA
OVINA

09-Os animais possuem identificacdo? [JSim[]Nio
10- Outras espécies na propriedade:

cdo [gato

Qual?

Ubov/bublleqiiideos suinos

O aves comerciais [
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11- Nos ltimos 2 anos houve aquisi¢io de caprinos? [lsim[Inio
Onde/de quem:[] em exposicdo [em leildo/feira [1de comerciante de gado [ diretamente
de outras fazendas
12-Exige documentac¢io zoossanitaria na aquisicio de animais? [1 Sim [1Nio
Se sim, qual?
13-Realiza quarentena? [1Sim [INio
14- Participa de eventos agropecuarios? [1Sim  [1Nao
Se a resposta for sim. Qual?
15-Aluga pastos em alguma época do ano? [1Sim[1Nio
16- Tem pastos em comum com outras propriedades de criacio de caprinos\ovinos?
0 Sim[] Nao
17- Compartilha outros utensilios com outras propriedades?
O Sim ONaoldinsumos [equipamentos [ funciondrios
18-Compartilha reprodutores com outras propriedadesl] Sim [] Niao
19- Participa de associacoes de classe?] Sim] Nao
Qual?
20-Praticas de manejo:

PRATICAS DE MANEJO SIM | NAO | IDENTIFICAR

DESINFECCAO DO UMBIGO

VERMIFUGACAO

SEPARA ANIMAIS JOVENS DOS DULTOS

POSSUI QUARENTENARIO

PRESENCA DE ECTOPARASITAS

PIQUETE MATERNIDADE

21-Faz algum tipo de vacinacao? ( ) Sim ( ) Nao
Se a resposta for sim

22-Qual ?
( ) Clostridioses ( ) Leptospirose ( ) Linfadenite Caseosa ( ) Raiva ( ) Febre Aftosa
( ) Outras

23-Sinas clinicos de maior frequéncia nos animais da propriedade?
( )artrite ( ) pneumonia ( ) mamite ( ) infeccdo do umbigo ( ) diarréia ( )
aborto
() doencas nervosas ( ) outros

24- Frequéncia de mortalidade de animais € mais alta: ( ) jovens ( ) adultos

25-Tem assisténcia veterinaria? [Indol] sim

De que tipo? Ulpublicall privada

NOME DO VETERINARIO

ASSINATURA DO CRIADOR
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ANEXO 1

INSTRUCOES AOS AUTORES

Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletronica, através do
e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de texto na versdo
mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras “pesadas”),
podem ser enviados em CD pelo correio, com uma via impressa, ao Dr. Jlrgen
Ddbereiner, 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 publicagdo em outra
revista.

Para abreviar sua tramitagdo e aceitacdo, os trabalhos sempre
devem ser submetidos conforme as normas de apresentagdo da revista
(www.pvb.com.br) e 0 modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos
fora das normas de apresentacéo, seréo devolvidos aos autores para a devida
adequagao.

Apesar de nédo serem aceitas comunicagdes (Short communications)
sob forma de “Notas Cientificas”, ndo héa 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 serdo recebidos para submisséo somente os da area

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
aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sdo aceitos através da
aprovacgao pelos pares (peerreview).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edi¢gdo da revista
(impressa e online) e distribui¢ao via correio é cobrada taxa de publicagdo (page
charge) no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do
envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em
Titulo,

ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagdo destes dois
Gltimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteido 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 identificacdo cientifica, como para as citagbes
bibliograficas. Em muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o dltimo
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 indexagdo, recomenda-se que 0s
trabalhos tenham o méaximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos
constituintes do RESUMO em por tugués, podendo ser mais explicativos para
estrangeiros. Ambos devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE
INDEXAGAQ’, 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 apés a palavra RESUMO;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagdo bibliografica
especifica sem
que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do
objetivo do trabalho; ]

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que
permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com
animais, Pesq. Vet. Bras. 31(7), julho 2011 deve constar a aprovagéo do projeto
pela Comissao de Etica local;

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

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da
literatura. Nao convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos
futuros, de modo a evitar uma obrigagéo do autor e da revista de publica-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 s¢ incluira a bibliografia citada no
trabalho e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser
ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os
nomes de todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em
ordem cronolégica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada

publicacéo e, abreviado ou por extenso (se tiver divida), o nome da revista ou
obra, usando as instrugdes do “Style Manual for BiologicalJournals” (American
Institute for BiologicalSciences), o “BibliographicGuide for EditorsandAuthors”
(American ChemicalSociety, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

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

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de
apresentagdo de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site
sob “Instru¢des aos Autores” (www.pvb.com.br). Adigitalizagdo deve ser na fonte
Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com
2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido
e nao deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os
Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos)
devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no
texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do
Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informagdes do programa
onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagao dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para
notas de rodapé serdo numeros ardbicos colocados em sobrescrito apdés a
palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeragéao sera 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 serdo 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 sé paragrafo e nao deverao conter citagdes bibliograficas.

¢) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmagdo de
enderego para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviacdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem
pela primeira vez no trabalho, serédo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso;

e) citagbes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”;
trabalhos de até trés autores seréo citados pelos nomes dos trés, e com mais de
trés, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos
nao se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao sera 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, sera incluida na lista uma s6 vez. A mengdo de
comunicagdo pessoal e de dados nédo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagbes de trabalhos
colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre 0 nome do autor e o ano,
nem ponto-e-virgula apés cada ano; a separagdo entre trabalhos, nesse caso,
se fard apenas por virgulas, exemplo: (Christian &Tryphonas 1971,
Priester&Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

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

3. As Figuras (gréficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais
devem ser preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas através de cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em
papel ou outro supor te, 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 par te inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a 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, desenhosefotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e grificos poderdo ser publicados em cores; na
versdo impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressio das figuras
podera ser em cores.

4. Aslegendas explicativas das Figuras conterdo informagdes 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 tracos longos,
um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tragos poderd haver
outros mais curtos, para grupamento de colunas. Ndo hd tragos verticais. Os sinais 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 umtrago
curto a esquerda.



ANEXO 2
NORMAS EDITORIAIS

A Revista Arquivos do Instituto Biolégico aceita, para submisséo, artigos originais de pesquisa cientifica em sanidade animal e
vegetal voltados ao agronegécio e suas implicagbes 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.

Os trabalhos enviados para publicagéo deverao ser inéditos e destinados exclusivamente a esta Revista. A matéria publicada sera
de inteira responsabilidade do(s) autor(es). Os trabalhos ndo aceitos para publicagdo serdo comunicados aos autores pelo Comité
Editorial.

O Comité Editorial fara andlise dos trabalhos antes de submeté-los aos Consultores Cientificos.

A publicagdo dos trabalhos dependera da andlise efetuada pelo Corpo de Consultores Cientificos e da aprovacdo do Comité
Editorial.

Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

Serao considerados para publicagdo Artigos Cientificos e Comunicagdes Cientificas. Artigos de Revisao poderao ser aceitos a
critério do Comité Editorial.

A transcricao parcial ou total de trabalhos dos "Arquivos do Instituto Biol6gico" para outras revistas é permitida desde que citada a
origem.

O original deve ser submetido apenas na forma eletronica através do e-mail arquivos@biologico.sp.gov.br. O arquivo ndo devera
exceder 2Mb. No e-mail de encaminhamento deverd constar nome por extenso, endereco completo (Instituigao/Universidade,
Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, enderego postal), enderecgo eletronico e CPF de todos os autores.

Eventuais ddvidas podem ser encaminhadas ao editor da Revista "Arquivos do Instituto Bioldgico", Dra. Silvia Regina Galleti,
Instituto Biolégico - Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sao Paulo, SP - Fone: (11) 5087-1749 - E-
mail:arquivos@biologico.sp.gov.br.

A versdo imprensa da revista sera publicada exclusivamente em preto e branco. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis para consulta e download gratuitos no site da revista www.biologico.sp.gov.br/arquivos.

A taxa para publicagdo na revista “Arquivos do Instituto Bioldgico” é de R$ 25,00 (vinte e cinco reais) por pagina diagramada. Apés
0 aceite do trabalho, comunicado pelo editor responsavel, os autores deverdo efetuar o depodsito do valor correspondente a
publicacdo em nome do Fundo Especial de Despesas do Instituto Biolégico (Banco Nossa Caixa, Agéncia 0374-3, Conta Corrente
13-000022-1). Enviar comprovante de depésito, via carta, fax ou e-mail, mencionando o nimero do trabalho, para o seguinte
enderego:

Revista Arquivos do Instituto Bioldgico. Instituto Bioldgico - Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sdo Paulo, SP —
Fax: (11) 5087-1790 — E-mail:arquivos@biologico.sp.gov.br

Forma de apresentagéo: os trabalhos deverao ser digitados em Word 97 ou verséo superior, pagina A4, com margens de 2,5 cm,
fonte Times New Roman, tamanho 12, espago duplo e paginas numeradas em seqiéncia. As linhas deverdo ser numeradas de
forma continua, utilizando a ferramenta Layout em Configurar Pagina. O maximo de paginas sera 25 para artigos de revisao, 20
para artigos cientificos e 10 para comunicagao cientifica, incluindo tabelas e figuras.

Artigo de revisdo: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), enderego do primeiro autor e local de origem dos
demais autores, resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, keywords, texto sem subdivisdes e referéncias.
Artigo cientifico: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), enderego do primeiro autor e local de origem dos
demais autores, resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, keywords, introducéo, material e métodos,
resultados, discusséo, conclusdes, agradecimentos e referéncias.

Comunicagao cientifica: 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, keywords, texto sem subdivisdes e
referéncias.

Quando o trabalho envolver estudos em animais de experimentagao e/ou organismos geneticamente modificados, incluir o nimero
do processo no trabalho e encaminhar uma cépia da aprovagao fornecida pelo respectivo Comité responséavel da Instituicao de
origem do primeiro autor.

Idioma: o trabalho podera ser redigido em portugués, espanhol ou inglés. Quando escrito em portugués, o resumo devera ter uma
versao em inglés. No caso de artigo escrito em inglés ou espanhol devera ter um resumo em inglés ou espanhol e outro em
portugués.

Titulo: embora breve, devera indicar com precisao 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 Instituigdo e Departamento dos demais autores.

Resumo: devera apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e métodos e conclusées, em um Unico paragrafo. Nao
ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espago, citar no maximo cinco palavras-chave, separadas por virgula. Evitar
termos que aparegam 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 (keywords, palabras-clave) ja citadas. Nao ultrapassar 250 palavras.

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

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

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



Discusséao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros trabalhos publicados (resultados e discussédo poderao
fazer parte de um Gnico item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite 0 seu entendimento sem consultas ao texto. As tabelas ndo deverao
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 resolucdo poderao ser solicitadas apoés o aceite.
Devem ser enviadas em arquivos individuais e nomeadas de acordo com o numero da figura. Exemplos: Fig1.gif, Fig2.jpg.

Conclusoes: serdo citadas em ordem de importancia. Poderao constituir um item a parte ou serem incluidas na discusséao.
Agradecimentos: poderdo ser incluidos a pessoas ou institui¢oes.

Referéncias e citagdes no texto: citagdes no texto e referéncias estéo diretamente vinculadas. Todos os autores citados devem
figurar nas referéncias, excegdo para informagbes obtidas por canais informais que deverdo ser citadas apenas no texto:
(JUNQUEIRA, comunicagao pessoal), (JUNQUEIRA, informacéo verbal). A referéncia no texto deve seguir o sistema sobrenome
do autor e ano de publicagdo e deverd estar em caixa alta reduzida ou versalete, tal como: 1 autor - ALLAN (1979) ou (ALLAN,
1979); 2 autores — LOPES; MACEDO (1982) ou (LOPES; MACEDO, 1982); mais de 2 autores - BESSE et al. (1990) ou (BESSE et
al., 1990); coincidéncias de autoria e ano de publicagdo - (CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou (CURI, 1998a, 1998b). Nas referéncias
seguir as recomendagdes da Norma NBR 6023/2002, da Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT); as referéncias
deverado estar em ordem alfabética de primeiro autor e serem apresentadas em folha a parte. A exatidao dos dados nas referéncias
é da responsabilidade dos autores.
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ANEXO 3
PARECER DA COMISSAO DE ETICA E EXPERIMENTACAO ANIMAL

Universidade Es.t-a‘dual do Maranhio

DECLARACAO

Declaramos aos devidos fins que o projeto intitulado “Identificagfio de fatores de risco
e soroprevaléncia da Artrite Encefalite Caprina—AEC em municipios do Estado do
Maranhso, Brasil” de autoria da pds-graduanda do Mestrado em Ciéncia Animal,
Ynady Ferreira Costa, sob a orienta¢do do Prof. Dr. Ferdinan Almeida Melo, com a
colaboragdo dos professores Dr. Hamilton Pereira Santos, Dr. Helder de Moraes Pereira
e de Téinia Maria Duarte Silva, foi submetido ao Comité de Etica e Experimentacéo
Animal do Curso de Medicina Veterindria da Universidade Estadual do Maranhdo,
conforme protocolo n°. 030/2012, sendo aprovado por atender as normas da Resolugio
do CFMV n°. 879/2008 ¢ a Lei n°. 11794/2008, que tratam dos procedimentos Eticos na

Experimentacio Animal.

S3do Luis — MA, 27 de fevereiro de 2013.

\/}4‘@5’0144/‘31_/
Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa

Presidente do CEEA/CMV/UEMA

Cidade Universitaria Paulo V1. C.P. 09. Tirirical — CEP. 65055-970 — Sao Luis/MA. Fanes: {88) 3245-5461 / Fax: (98) 3245-5882
C.N.P.J. 06.352.421/0001/68 - Criada nos termos da Lei n2. 4.400 de 30.12.1981
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Costa, Ynady Ferreira.

Epidemiologia da artrite encefalite caprina a virus em municipios do estado
do Maranhéo-Brasil / Ynady Ferreira Costa.— Sao Luis, 2013.

100f.

Dissertacado (Mestrado) —Curso de Ciéncia Animal, Universidade Estadual
do Maranhdo, 2013.

Orientador: Prof. Dr. Ferdinan Almeida Melo.
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