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RESUMO

A caprinocultura no Brasil vem crescendo e ganhando importancia de destaque
no agronegocio nacional, entretanto, alguns problemas sanitarios impedem a
expansado desta atividade, dentre eles destacam-se as doencas infecciosas como a
Linfadenite Caseosa (LC) e a Artrite Encefalite Caprina (AEC), responsaveis por
grandes perdas econémicas para a ovinocaprinocultura. Deste modo é necessario o
controle sanitario dessas criagbes 0 que justifica esta pesquisa que teve como
objetivos estimar a Ocorréncia da LC e avaliar os fatores de risco associados a esta
doenca, bem como, verificar a ocorréncia simultanea da LC e da AEC em rebanhos
caprinos em Municipios do Estado do Maranh&o. Foram coletadas amostras de 390
caprinos de diferentes tipos raciais e faixa etaria variada, procedentes de 39
propriedades localizadas nos municipios Brejo, Caxias, Chapadinha, Codo, Coroata,
Paco do Lumiar, Raposa, Sdo Benedito do Rio Preto, Sdo Joao Batista, Sao José de
Ribamar, Sdo Luis e Timon e Vargem Grande. Para a selecdo dos municipios foi
utilizado como critério o maior contingente de rebanho caprinos e/ou regides com
animais de melhor padrdo zootécnico. Utilizou-se a amostragem de 10 animais por
propriedade, sendo trés propriedades por municipio. A cada propriedade foi aplicado
questionario epidemiolégico com o objetivo de avaliar fatores eventualmente
associados as enfermidades. Para a andlise soroldgica foi utilizado o teste ELISA
indireto (ELISA-i). Dos 390 caprinos amostrados a soroprevaléncia verificada para
Linfadenite casoesa (LC) foi de 14,36% (56/390). Em relacdo a Artrite Encefalite
Caprina (AEC), foi verificada uma soroprevaléncia de 9,74% (38/390). Na populacéo
estudada a prevaléncia de caprinos reagentes simultaneamente para LC e AEC ao
teste ELISA indireto foi de 1,79% (7/390). Quanto aos municipios amostrados,
92,31% (12/13) apresentaram pelo menos dois animais soropositivos para LC e
61,54% (8/13) apresentaram pelo menos um animal soropositivo para AEC, sendo
Sdo José de Ribamar o municipio que apresentou maior percentual de animais
soropositivos para LC e AEC 33,33% (10/30) e 40,00% (12/30), respectivamente.
Em relacdo as propriedades estudadas 74,36% (29/39) e 33,33% (13/39)
apresentaram pelo menos um animal soropositivo para LC e para AEC
respectivamente. A analise univariada demonstrou que das varidveis estudadas
nenhuma delas foi estatisticamente considerada como real fator de risco para ambas
as infeccdes, pois, apresentaram P>0,05. Os resultados obtidos nesta pesquisa
permitiram concluir que as duas enfermidades encontram-se amplamente
disseminada no rebanho maranhense e gque estatisticamente ndo houve associagao
significativa da ocorréncia simultdanea da LC e AEC. Esses achados sugerem a
necessidade da conducdo de maiores praticas de controle e prevencao, tais como:
vacinagfes contra LC, assisténcia técnica; realizacdo de sorologia; quarentena dos
animais adquiridos; controle mais rigoroso do transito, separar animais jovens dos
adultos; separar animais com sinais clinicos das enfermidades; abertura e drenagem
precoce dos abscessos superficiais com destino adequado do conteudo e descarte
dos animais doentes.

Palavras-chave: Linfadenite caseosa. Corynebcterium pseudotuberculosis. Artrite
encefalite caprina. ELISA. Caprinos.



ABSTRACT

The goat production in Brazil is growing and gaining prominent importance in national
agribusiness, however, some health problems prevent the expansion of this activity,
among them there are the infectious diseases such as Caseous Lymphadenitis (LC)
and the Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), responsible for major economic losses
to the sheep and goat farming. Thus it is necessary sanitary control of these
creations which justifies this research aimed to estimate the occurrence of Caseous
Lymphadenitis and evaluate the risk factors associated with this disease, as well as
to verify the simultaneous occurrence of Caseous Lymphadenitis and Caprine
Arthritis Encephalitis in goat herds in the state of Maranhdo municipalities. Samples
of 390 goats of different racial types were collected and varied age group, coming
from 39 properties located in municipalities of Brejo, Caxias, Chapadinha, Codo,
Coroaté, Paco do Lumiar, Raposa, Sado Benedito do Rio Preto, Sdo Jodo Batista,
Sao José de Ribamar, Sdo Luis e Timon e Vargem Grande. For the selection of
municipalities was used as a criterion the largest contingent of goat herd and / or
regions with better standard livestock animals. We used the sample of 10 animals
per property, three properties by municipality. Each property has been applied
epidemiological questionnaire in order to assess factors associated to disease. For
serological analysis we used the ELISA assay (ELISA-i). Of the 390 sampled goats
that of seroprevalence for Lymphadenitis Casoesa (LC) was 14.35% (56/390).
Regarding Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), was found a seroprevalence of 9.74
% (38/390). In the population studied the prevalence of goats simultaneously
reagents for LC and CAE to indirect ELISA was 1.79 % (7/390). As for the sampled
municipalities, 92.31 % (12/13) had at least two positive animals for LC and 61.54 %
(8/13) had at least one positive animal for CAE, with Sdo José de Ribamar the
municipality that presented higher percentage of seropositive animals for LC and
CAE 33.33% (10/30) and 40.00% (12/30), respectively. Regarding the properties
studied 74.36 % (29/39) and 33.33 % (13/39) had at least one positive animal for LC
and CAE respectively. Univariate analysis showed that none of the variables was
statistically considered genuine risk factor for both infections because it showed P>
0.05.. The results obtained in this study showed that the two diseases are
widespread in Maranhdo herd and that there was no statistically significant
association between simultaneous occurrence of LC and CAE. These findings
suggest the need for greater driving practices control and prevention, such as
vaccination against LC, technical assistance; conducting serology; quarantine of
purchased animals; tighter control traffic, young animals separate from adults;
separate animals with clinical signs of disease; opening and early drainage of
superficial abscesses with appropriate destination content and disposal of sick
animals.

Keywords: Caseous Lymphadenitis, Corynebcterium pseudotuberculosis, Caprine
Arthritis encephalitis , ELISA, Goats.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura é explorada em quase todos 0s continentes e esta
presente em regibes com diferentes tipos de clima, vegetacdo e solo. No Brasil
apresenta-se em expansdo e € considerada uma atividade de destaque no
agronegoécio nacional e, nos ultimos anos vem ganhando grande impulso pelo
potencial econdmico e social que representa (RODRIGUES, 1998; LIMA, 2000).

A introducdo da espécie caprina no Brasil ocorreu pelos colonizadores
portugueses, por volta de 1535, sendo que na regido Nordeste o rebanho ficou
exposto as condi¢cbes climéaticas da regido, acasalando-se indiscriminadamente e
sofrendo um processo de selecao natural que deu origem aos ecotipos atuais (MAIA
et al., 1997). Com caracteristicas bastante adversas, chuvas irregulares e
temperaturas elevadas durante o dia e, solos, em geral, pedregosos, esta atividade
encontrou nesta regido condi¢des favoraveis para a criacdo de caprinos, espécie de
grande adaptabilidade e resisténcia ao clima e vegetacéo local (HOLANDA JUNIOR
& MARTINS, 2007; LEITE & SIMPLICIO, 2005; SANTOS, 2001, GOULART et al.,
2009)

O Brasil detém um expressivo rebanho caprino com 9.386,316 cabecas.
Estando concentrado na regido semiarida do Nordeste 91% do total, distribuidos nos
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) sendo estes detentores dos maiores rebanhos nacionais (IBGE 2011).

E uma atividade economicamente importante para o Brasil e, em especial
para os estados da regido Nordeste, onde sdo explorados, por pequenos produtores,
para subsisténcia familiar (QUINTANS, 1995; CORDEIRO, 1998), proporcionando
renda, resultante do comércio de peles, e carne a qual é considerada excelente
fonte de proteina de baixo custo para populacdo mais carente do pais (INDI, 2008),
além de contribuir para a permanéncia do criador na area rural (SEBRAE, 2009).

A caprinocultura no Maranhdo esta concentrada nas regides leste
(173.870), norte (93.456), oeste (39.754), central (40.279) e, esta presente em
guase todos os municipios do estado, destacando-se o municipio de Chapadinha
como o maior produtor com 14.650 cabecas (IBGE 2011), com predominancia de

animais SRD criados extensivamente.
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A exploracgéo enfrenta diversos obstaculos em todos os estados da regido
Nordeste, inclusive no Maranh&o. A desorganizagdo da cadeia produtiva, a falta de
recursos, o baixo grau de escolaridade dos produtores, baixa tecnologia, sistema de
criacdo, em geral, extensivo, e pouca ou auséncia de assisténcia veterinaria
favorece a alta incidéncia de problemas sanitarios que resultam na baixa
produtividade e menor lucro para os produtores o que impede a expansdo desta
atividade (PINHEIRO et al., 2009). As enfermidades infectocontagiosas, juntamente
com outras consideradas emergentes, como Linfadenite Caseosa (LC), Artrite
Encefalite Caprina (AEC) e Micoplasmose sdo entraves para a cadeia da
caprinocultura, principalmente no que diz respeito aos aspectos sanitarios (LARA,
2008).

As enfermidades causadas por bactérias e virus ameacam o0
desenvolvimento do agronegdcio brasileiro. Dentre as enfermidades de caprinos
com maior poder de disseminagdo destacam-se a LC e Artrite Encefalite de
Caprinos a Virus (AECV), doencas consideradas de ocorréncia mundial. No Brasil
apresentam alta incidéncia e transmissibilidade em pequenos ruminantes, mas
raramente apresentam sintomatologia aparente, porém séo fontes de infeccdo para
animais saudaveis, apresentando em comum o tropismo pelas células da serie
mondcito macréfago, que disseminam os agentes no hospedeiro (LARA et al. 2005,
BLACKLAWS, 2012). Por outro lado, é causa de prejuizos econdmicos significativos
para a ovinocaprinocultura (DORELLA et al., 2006a, GUIMARAES et al., 2009a).

A LC, popularmente chamada de mal do carogo ou “falsa tuberculose”
(AYERS, 1977), é descrita como uma enfermidade infectocontagiosa, crénica e
subclinica que acomete principalmente ovinos e caprinos. E caracterizada pelo
desenvolvimento de abscessos encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais
de ovinos e caprinos (BROWN et al., 1987; WALKER, 1996; WILLIAMSON, 2001,
PATON et al., 2003). A LC pode ter duas manifestacdes clinicas: uma que envolve
linfonodos superficiais e tecidos subcutaneo e outra que atinge linfonodos internos e
outros oOrgdos. Estes dois quadros da doenca podem ocorrer concomitantemente
(O'REILLY et al., 2008).

O agente etiolégico é o Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis), uma bactéria Gram-positiva, parasita intracelular facultativa,
apresenta formas pleomorficas que variam desde cocoides a bastbes filamentosos e

medem 0,5um a 0,6pum por 1um a 3um de tamanho. Possui fimbrias, € imovel, nao
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possui capsula nem esporos (JONES & COLLINS, 1986) e € patogénica para uma
grande variedade de mamiferos (BAIRD & FONTAINE, 2007). Eventualmente, tem
sido encontrada em bovinos e equinos (DOHERR et al., 1998; HOMMEZ et al.,
1999; YEURHAM et al., 2004), entretanto, € em ovinos e caprinos que assume maior
importancia econdmica e sanitaria (BROWN et al., 1987). O patdgeno também j& foi
isolado em outras espécies como bufalos, veados, porcos espinhos, llhamas e
camelos (DORELLA et al., 2006a). E também considerada como uma zoonose (
PEEL et al 1997.,PEAKE et al., 2006).

A transmissado pode ocorrer por contato direto com secre¢bes e por
materiais contaminados, pelo conteldo caseoso de linfonodos ou de descargas
nasais de animais com pneumonia. A entrada da bactéria no organismo se da
através de lesdes na pele, podendo penetrar também na pele intacta (WILLIAMSON,
2001; DORELLA et al., 2006a), bem como, por manejo inadequado como tosquia,
castracdo e uso de agulhas contaminadas, também por fatores naturais como
ferimentos por arbustos pontiagudos (ALVES et al. 1997). O principal fator de
disseminagcdo dessa doenca € a contaminacdo ambiental, pois C.
pseudotuberculosis é capaz de sobreviver no ambiente por longos periodos, em
baixas temperaturas e em condi¢Bes de umidade favoravel. O microrganismo pode
sobreviver em frestas de piso a temperatura ambiente por até 10 dias e cerca de 8
meses ou mais de um ano em fomites (CAMERON & BESTER 1984).

Quanto ao diagnostico da doenca, este é fundamentado nos achados
clinico epidemiolégico, apoiado nos exames laboratoriais (ALEMAN & SPIER, 2001).
Primeiramente faz-se o exame clinico para constatar a presenca de abscesso de
consisténcia firme a ligeiramente flutuante na regido anatébmica de um linfonodo
superficial (SMITH & SHERMAN 1994). Outros métodos de diagndstico utilizados na
LC em pequenos ruminante incluem testes sorolégicos como soroneutralizagéo,
imunodifusdo em gel de &gar, hemaglutinacdo indireta, fixacdo de complemento e
ELISA; testes de imunidade mediada por células (testes alérgicos) e técnicas de
biologia molecular, como a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (DORELLA et
al. 2006b, PACHECO et al. 2007).

Essa enfermidade, isolada ou associada a outros problemas sanitarios de
pequenos ruminantes, contribui consideravelmente para a reducéo da qualidade do
leite, carne e pele, sendo responsavel por grandes perdas econémicas para o
produtor (PINHEIRO JUNIOR et al., 2006). Além disso, a doenca merece atencao
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especial, pois seu agente etiolégico é de dificil controle no ambiente além de ter
prognostico desfavoravel.

Referente a Artrite Encefalite Caprina (CAE), esta € uma lentivirose
infecciosa de evolucdo crbnica, multissistémica, causada por um virus e infecta
caprinos de todas as idades (LARA, 2005; ARRUDA et al.,, 2011), possui como
caracteristica, longo periodo de incubacdo, 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 6ébito (CALLADO
et al.,, 2001;RIBEIRO et al., 2011; SOUZA et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).

O agente etiolégico da CAE é um RNA, virus pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus (ICTV, 2013), que induz
doenca de evolucao crbnica, persistente e degenerativa (COFFIN, 1996; Al-QUDAH
et al., 2006). Estda disseminado na maioria dos rebanhos brasileiros, é uma
enfermidade enzodtica que causa artrite e leucoenfalomielite, e com menor
frequéncia determina alteracdes respiratorias e da glandula maméaria. Possui
similaridade com outros virus causadores de imunodeficiéncia, como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (QUINN et al. 2005; AL-QUDAH et al. 2006). A
infeccdo pelo virus da CAE compromete a funcdo de linfocitos T auxiliares (ZINK et
al. 1990), resultando na reducgéo da producao de citocinas ou alteracdo de seu perfil
de producdo, o que pode prejudicar tanto a resposta celular como a resposta
humoral contra o virus (FLURI et al. 2006).

A principal forma de transmissdo da CAE é a ingestao de leite ou colostro
de fémeas infectadas com o virus uma vez que o mesmo infecta macréfagos
presentes nestas secrecdes (CALLADO et al, 2001). Entretanto, existem outras vias
de transmissédo. O reservatorio e a fonte de infeccdo sao os animais infectados, que
transmitem o virus através das secrecdes e excre¢cdes contendo células infectadas.
(ADAMS et al., 1983; CASTRO, 1998).

Véarios métodos de diagndstico sorologico podem ser utilizados para a
detecgdo de anticorpos anti-LV, dentre eles estdo ELISA, Dot Blot (DB), Western
Blot (WB), teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose—IDGA (ANDRES et al.,2005;
PUGH,2005;TIGRE et al.,2006), Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFA),
Fixacdo do Complemento (FC), dentre outros.

No Brasil, com o objetivo realizar vigilancia epidemiol6gica e normatizar

as exigéncias sanitarias para o transito de caprinos e ovinos, produtos e
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subprodutos destas espécies foi criado o Programa Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos (PNSCO) (MAPA, IN N° 87 de 10 de Dezembro 2004). As agbes
sdo normalizadas pelo Departamento de Defesa Animal (DDA) do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e executadas pelos Servigcos Oficiais
de Defesa nos Estados e médicos veterinérios autbnomos (BRASIL, 2004).

Ambas as afeccdes tém sido registradas em rebanhos da regiao
Nordeste. Com relacdo a Artrite Encefalite Caprina, existem varios trabalhos sobre a
prevaléncia nessa regido, contudo, sdo escassos 0s estudos sobre a LC. No
entanto, no Maranhdo ndo ha registros sobre a ocorréncia da LC, sendo assim,
propde-se o primeiro inquérito soroepidemioldgico sobre 0 assunto no Estado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas multissistémicas de caprinos e ovinos

Diversos fatores sanitarios sdo apontados como responsaveis pela
reducdo na produtividade de caprinos e ovinos tais como, parasitoses, doencas
multissistémicas como Micoplasmose, Listeriose, LC e AECV (SANTA ROSA, 1996).
Destacando-se entre elas as duas ultimas enfermidades por serem de ocorréncia
mundial, alta incidéncia e transmissibilidade em pequenos ruminantes, por nao
apresentarem sintomatologia aparente e serem fontes de infeccfes para animais
saudaveis e apresentarem em comum o tropismo pelas células da serie mondcito
macréfago, que disseminam os agentes no hospedeiro (LARA et al. 2005,
BLACKLAWS, 2012). Ressaltando ainda que estas enfermidades causam prejuizos
econdmicos significativos para a ovinocaprinocultura (DORELLA et al.,, 2006a,
GUIMARAES et al., 2009b).

2.2 Linfadenite Caseosa

A LC é uma enfermidade infectocontagiosa cronica e subclinica, de
ocorréncia mundial, causada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis,
caracterizada pelo aparecimento de abscessos em linfonodos tanto superficiais
guanto profundos e ocasionalmente, pulmdes, baco, rins, figado e sistema nervoso
central. E responséavel por perdas econdmicas significativas com a depreciacdo da
pele e condenacéo de carcacas (SMITH & SHERMAN, 1994, ALVES et al, 2007,
RIET-CORREA, 2007). Acomete principalmente ovinos e caprinos, ocasionalmente
bovinos e equinos e, raramente, o homem. (JOHNSON, et al, 1993, MENZIES et al,
2004; McKEAN, et al, 2005).

A LC pode ter duas apresentacdes: uma que envolve linfonodos
superficiais e tecidos subcutaneo e outra que atinge linfonodos internos e outros
orgaos, podendo ocorrer concomitantemente (O’'REILLY et al., 2008). Devido a sua
alta incidéncia é responsavel por grandes perdas econdmicas na industria ovina e
caprina, motivo de condenacdo das carcacas, desvalorizacdo da pele devido a

cicatrizes deixadas pelos abscessos, diminuicdo da producdo de carne ou leite,
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gastos com tratamentos e ocasionalmente morte dos animais acometidos (SMITH
&SHERMAN 1994, ALVES et al. 2007,RADOSTITS et al. 2007, RIET-CORREA
2007).

2.2.1 Etiologia

O agente etiologico € o Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis), que além de infectar ovinos e caprinos pode produzir
enfermidades em outras espécies animais, como a linfangite ulcerativa em equinos,
abscessos superficiais em bovinos, suinos, cervos e animais de laboratério. O
patdogeno também foi isolado em bufalos, veados, porco espinho, Ihamas e camelos
(DORELLA et al., 2006a).

O C. pseudotuberculosis, foi descrito pela primeira vez pelo
bacteriologista francés Edmond Nocard em 1888, a partir de um caso de linfangite
bovina. Hugo Von Preisz (1891) observou bacteriologicamente o microrganismo em
culturas de abscessos renais de ovelha em 1894. Como resultado destas
descobertas, o organismo em questao tornou-se conhecido como bacilo de Preisz-
Nocard. No final do século XIX, Lehmann e Neumann (1896) ao publicarem sua
primeira edicdo do atlas bacterioldgico, renomearam o0 agente para Bacillus
pseudotuberculosis. A nomenclatura atual foi adotada em 1948 na sexta edicdo do
Bergey’s Manual (BAIRD & FONTAINE, 2007).

O género Corynebacterium pertence aos actinomicetos aerdbicos, que
contemplam também outros microrganismos patogénicos para animais incluindo:
Nocardia sp, Rhodococcus equi, Mycobacterium sp e Arcanobacterium pyogenes
(CLARRIDGE et al., 1995), visto que compartiiham caracteristicas comuns
relacionadas a parede celular, incluindo espessura, presenca de acidos micolicos,
acidos graxos saturados e insaturados (BAIRD, 2004; BELCHIOR et al., 2006).

O C.pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva, parasita
intracelular facultativa, apresenta formas pleomdérficas que variam desde cocoides a
bastbes filamentosos e medem 0,5um a 0,6um por 1um a 3um de tamanho. Possui
fimbrias, é imovel, ndo possui capsula nem esporos (JONES & COLLINS, 1986).

Na superficie do agar o seu crescimento € inicialmente espacado e,
posteriormente, se organiza em coldnias opacas, de crescimento concéntrico e de

coloracdo creme alaranjado; ja em meio liquido, desenvolve-se como depositos
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granulares. As condi¢des favoraveis para seu crescimento sdo temperatura a 37°C
em pH entre 7,0 e 7,2, sendo a anaerobiose facultativa (DORELLA et al., 2006a).

Outro aspecto microbiolégico de relevancia € a hemolise variavel que
ocorre quando a bactéria € crescida em meio agar sangue (JONES &
COLLINS,1986). Alem das caracteristicas morfotintoriais C. pseudotuberculosis
pode ser caracterizada bioquimicamente pela producdo de catalase, fosfolipase D,
uréase e fermentacdo de carboidratos, como maltose, glicose, manose e galactose
(MERCHANT & PACKER, 1975). Nao fermenta a lactose, ndo produz gas (MUCKLE
& GYLES, 1982; SONGER et al.,, 1988; COSTA et al., 1998), ndo tem atividade
proteolitica, ndo apresenta capacidade de hidrolisar gelatina, nem de digerir caseina,
e sdo oxidase negativas (MERCHANT & PACKER, 1975; QUINN et al., 1994).

Dentro da espécie C. pseudotuberculosis sdo conhecidos dois biovares
denominados ovis e equi que foram diferenciados inicialmente pela capacidade ou
ndo em reduzir nitrato a nitrito em provas bioquimicas. A producdo de nitrato
redutase foi utilizada para distinguir o biovar equi (isolado de equino e bovino;
reducdo de nitrato positiva) do biovar ovis (isolado de ovino e caprino; reducéao de
nitrato negativa) (BIBERSTEIN et al.,1971; SONGER, et al., 1998).

Os fatores de viruléencia de C. pseudotuberculosis foram bem
caracterizados, a exotoxina fosfolipase D e a parede celular lipidica téxica
(SONGER, 1997). A exotoxina conhecida como Fosfolipase D (PLD) foi
caracterizada como sendo como uma potente exotoxina produzida por esta bactéria
(LIPSKY et al., 1982; HODGSON et al., 1999). Essa exotoxina funciona como um
fator de permeabilidade que promove a disseminagdo do patdégeno a partir do sitio
inicial de infeccdo a todos os tecidos do corpo do hospedeiro, causando danos
dermonecroéticos e contribuindo para a passagem da bactéria da derme para
pequenos vasos sanguineos para que ela acesse os vasos linfaticos (EGEN et al.,
1989).

Bactérias representantes desse grupo séo caracterizadas por possuirem
parede celular lipidica densa (JOLLY, 1966), que a torna hidrofébica e pode
contribuir para a leucotoxicidade e sua sobrevivéncia dentro dos fagocitos
(BIBERSTEIN & HIRSH, 2003). A fracéo lipidica da parede interfere no processo de
fagocitose, pois impede a hidrélise enzimatica dos lisossomos e potencializa os

efeitos citotoxicos no hospedeiro e esta diretamente relacionada a caracteristica
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piogénica da afecgao, reconhecida como fator determinante na viruléncia do micro-
organismo (SMITH et al.,1994;WILLIAMSON,2001; MEYER et al., 2005).

Os lipideos da parede celular da C. pseudotuberculosis foram descritos
como importantes fatores para a patogénese da doenca e estdo mais presentes nas
linhagens mais virulentas do que nas linhagens atenuadas (JOLLY, 1966; HARD,
1972). Estes lipideos de superficie permitem a aderéncia dos microrganismos e
promovem uma citotoxicidade local, além de formarem uma camada lipidica que
protege contra a acdo degradativa das enzimas presentes no fagolisossomo do
hospedeiro (ALVES et al.,1997). A toxicidade do material lipidico extraido foi
demonstrada pela inducdo de necrose hemorragica ap0s injecédo intradérmica em
cobaias (JOLLY, 1966) e, segundo Muckle & Gyles (1982), ha uma relacdo direta

entre a porcentagem de lipideos de superficie e a inducdo de abscessos cronicos.

2.2.2 Epidemiologia

A LC é uma doenca infectocontagiosa prevalente em diversos paises,
muito difundida e pouco relatada devido sua prevaléncia em pequenos ruminantes
ser subestimada por falta de notificacdo (CETINKAYA et al. 2002). A LC j& foi
relatada em paises que possuem intensa atividade de ovinocaprinocultura, como
Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados Unidos, Canada e Brasil
(WILLIAMSON, 2001; ARSENAULT et al., 2003; PATON et al., 2003; DORELLA et
al., 2006; GUIMARAES et al., 2009a).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude Animal, dos 201 paises
que relataram suas situacdes sanitarias, 64 declararam a presenca de animais com
LC (OIE, 2009). Na Australia, 61% dos rebanhos de ovinos apresentaram sinais
clinicos da infeccédo por C. pseudotuberculosis (EGGLETON et al. 1991). Nos EUA,
a prevaléncia pode atingir até 43% em ovinos (STOOPS et al. 1984). No Reino
Unido, 45% dos produtores que foram entrevistados mencionaram a presenca de
abscessos na sua criacdo de ovinos (UNANIAN et al. 1985; BINNS et al. 2002). No
Brasil, o primeiro relato de LC foi feito por Duport, em 1918 (GARCIA et al., 1987),
estima-se que a maioria dos rebanhos de ovinos e caprinos esteja infectada e que a
prevaléncia clinica exceda a 30% (GARCIA et al.,, 1987; LANGENEGGER &
LANGENEGGER, 1991; FARIA et. al., 2004; GUIMARAES et al, 2009), sendo

considerada endémica.
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Levantamentos sorolégicos realizados no estado de Minas Gerais nas
espécies ovina e caprina utilizando o teste ELISA identificaram soroprevaléncia em
78,9% dos caprinos (SEYFFERT et al., 2010) e 75,8% em ovinos (GUIMARAES et
al., 2009). Em Séao Paulo e no Distrito Federal Carmo et al. (2009) utilizando o
mesmo teste em ovinos encontraram soroprevaléncia de 6,1% e 42,1%,
respectivamente.

Na regidao Nordeste, Sostenes et al. (2012) estudando a LC em ovinos e
caprinos no Sertdo Paraibano identificaram 49/640(7,7%) dos animais com
evidéncias clinicas de LC. Em outro estudo, também realizado na Paraiba, Souza et
al., (2011) trabalhando com ovinos abatidos em frigorifico observaram 236/1466
(15,9%) de lesbdes macroscopicas semelhantes a LC.

No estado do Ceara, Pinheiro et al.(2001) relataram que 66,9% dos
caprinos apresentavam sinais clinicos de LC. Ainda no estado do Ceara, Carmo
(2010) utilizando o teste ELISA diagnosticaram 26,2,% de prevaléncia.

A Corynebacterium pseudotuberculosis € patogénica para uma grande
variedade de mamiferos (BAIRD & FONTAINE, 2007). Eventualmente, tem sido
encontrada em bovinos e equinos (DOHERR et al., 1998, HOMMEZ et al., 1999;
YEURHAM et al., 2004), entretanto, € em ovinos e caprinos que assume importancia
econdmica e sanitaria (BROWN et al., 1987). O patdégeno foi também isolado em
outras espécies como bdfalos, veados, porcos espinhos, |hamas e camelos
(DORELLA et al., 2006).

E também considerada como uma zoonose (LOPEZ et al., 1966 ; PEEL et
al., 1997; PEAKE et al., 2006). A infeccdo do homem com C. pseudotuberculosis é
considerada ocasional, sendo caracterizada como zoonose ocupacional de
ovinocapricultores, bem como de profissionais ligados a criacdo destas espécies. A
transmissdo do agente para 0 homem pode ocorrer pelo contato manual com
material purulento procedente de abscessos de pele, e ocasionalmente, pela
ingestao do leite de animais com mastite (RADOSTITIS et al., 1994).

A LC, em ovinos e caprinos, ocorre em todas as ragas, sexos, e estacoes
do ano. A maior ocorréncia se da principalmente nos animais adultos (KIMBERLING,
1988; MEYER et al.,, 2002; RADOSTITS et al.,, 2007), sendo mais comum em
rebanhos deslanados (VESCHI, 2005).

A principal via de transmissdo da doenca € o exsudato dos linfonodos

rompidos, cujo material segregado contém elevado numero de organismos viaveis



31

(GASPAROTO, 1996). A transmissdo ocorre mediante o contato entre o material
drenado do abscesso e a pele ou mucosas integras dos animais sadios, ou com
solucdes de continuidade (BURREL, 1981; BATEY, 1986a). Ocasionalmente, ocorre
por inalacao de aerossois (CHAPLIN et al., 1999).

Segundo Paton (1997), a fonte de microrganismos em rebanhos ovinos
poderiam ser lesBes pulmonares clinicamente ndo diagnosticadas, responséaveis
pela liberacdo das bactérias por aerossois.

As principais formas de propagacdo da doenca entre propriedades sao
representadas pela introdugéo de animais assintométicos provenientes de rebanhos
infectados, equipamentos contaminados (tatuadores, brincadores e tosquiadores).

Animais infectados ndo sdo os Unicos reservatorios desta infeccdo. C.
pseudotuberculosis possui alta viabilidade no ambiente. A habilidade do micror-
ganismo sobreviver no ambiente favorece a presenca deste agente nos criatorios,
assim, o microrganismo mantém-se viavel na madeira por uma semana, na palha
por trés semanas e na forragem (feno) por oito semanas (ALVES; PINHEIRO, 2000).
Resiste meses a desseccédo, quando protegido do sol direto. Embora seja capaz de
prolongada sobrevivéncia em solo rico e imido (oito meses) e em matéria organica
ndo ha evidéncias de que ele possa se multiplicar no solo (AUGUSTINE;
RENSHAW, 1986).

2.2.3 Patogenia e sinais clinicos

Corynebacterium pseudotuberculosis é considerado um importante
patdgeno devido seus fatores de viruléncia, principalmente, fosfolipase D e acidos
micolicos presentes na parede celular, sendo estes fatores os maiores responsaveis
pela sua patogenia (ALEMAN & SPIER, 2001).

A fosfolipase D tem efeito vasogénico e agride as células endoteliais,
causando uma reacdo necro-hemorragica e em consequéncia da lesdo vascular ha
um aumento da permeabilidade do vaso, que predispde a disseminacdo da bactéria
do local da infeccdo primaria para outros 6rgdos (SANTA ROSA, 1996; PUGH,
2002). A camada lipidica da parede celular tem a capacidade de inibir a fagocitose,
aumentando a sua viruléncia e a sobrevivéncia no interior dos macrofagos
(DORELLA et al.,, 2006a). Abscessos sao formados pela liberacdo de enzimas
lisossdmicas (BAIRD & FONTAINE, 2007). O acido micdlico, além de participar da
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patogenicidade, acredita-se que possa ser também importante na sobrevivéncia
dessa bactéria no ambiente (WEST et al., 2002).

As fases da infeccdo por LC tém sido divididas em uma fase inicial,
caracterizada pelo recrutamento de neutréfilos para o local da inoculacdo e
linfonodos de drenagem (1-4 dias poés-infecgdo); uma fase de amplificagéo,
caracterizada pelo desenvolvimento de piogranuloma (5-10 dias pos-infeccao), e
uma fase de estabilizacdo caracterizada pela maturacdo e persisténcia do
piogranuloma (PEPIN et al., 1997).

A LC em pequenos ruminantes se manifesta principalmente por
formacOes de abscessos ou lesdes granulomatosas que podem ser duas formas:
externa e visceral. Na forma externa, também conhecida como cutanea ou
superficial, as lesfes se desenvolvem em linfonodos superficiais ou tecidos
subcutédneos. Em caprinos, os principais linfonodos superficiais afetados sdo os
parotideos, os submandibulares, os pré-escapulares e os pré-curais podendo
também ser afetados os popliteos, retrofaringeos e retromamarios (SMITH &
SHERMAN, 1994; KURIA et al., 2001; BAIRD & FONTAINE, 2007; SOARES, VIANA
e LEMOS, 2007).Na forma visceral, a infeccao pode se disseminar por via linfatica e
hematdégena para os pulmbes e outras partes do organismo sem envolver o
linfonodo préximo da porta de entrada (COLLETT, BATH, CAMERON, 1994).

Nos casos crénicos com lesdes viscerais, 0 animal apresenta anemia e
hipoproteinemia. Estes abscessos podem ser localizados em qualquer sistema do
organismo. A forma visceral da doenca é a que possui maior gravidade, visto que o
diagndstico clinico € muito dificil e ela pode levar a debilidade do animal,
disseminacao de abscessos no organismo, condenacéo de visceras e carcaca e, até
mesmo, morte de animais (SANTA ROSA, 1996).

A LC é observada com mais frequéncia em ovinos que em caprinos
(PEKELDER, 2000; KURIA et al., 2001; BAIRD & FONTAINE, 2007), mas C.
pseudotuberculosis é patogénico para varias espécies animais (BAIRD &
FONTAINE, 2007) possui ampla capacidade de infeccdo e baixo potencial zoono6tico
(LIU et al., 2005).

A doenca apresenta um periodo longo de incubacdo, de
aproximadamente de 2 a 6 meses até o0 surgimento dos primeiros sintomas
(WILLIAMSON, 2001; QUINN et al.,2005), o que torna dificil a identificacdo e
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consequentemente a separacao dos animais infectados e néo infectados (BATEY,
1986).

2.2.4 Transmissao

A transmissao pode ocorrer por contato direto com secregbes e por
materiais contaminados pelo conteudo caseoso de linfonodos ou de descargas
nasais de animais com pneumonia. A entrada da bactéria no organismo ocorre
através de lesdes na pele, podendo penetrar também na pele intacta (WILLIAMSON,
2001; DORELLA et al., 2006a), bem como, por manejo inadequado como tosquia,
castracdo e uso de agulhas contaminadas, também por fatores naturais como
ferimentos por arbustos pontiagudos (ALVES et al. 1997).

As principais formas de transmissdo da doenca nas propriedades sao
pela introdugdo de animais infectados e equipamentos contaminados, como,
tatuadores, brincadores e tosquiadores (ALVES & PINHEIRO, 2000)

O fator determinante para a manutencdo da fonte de infeccdo é a
capacidade do C. pseudotuberculosis em sobreviver por longos periodos no solo e
em materiais diversos (MEYER et al., 2005).

2.2.5 Resposta Imune

Apoés a captura do C. pseudotuberculosis por células fagociticas como
neutréfilos e macréfagos, o fagossomo se funde com o lisossomo formando o
fagolisossomo (BATEY, 1986a). No entanto C. pseudotuberculosis € um patégeno
intracelular facultativo capaz de sobreviver dentro de macrofagos por mais de 48
horas. Durante esse periodo, as bactérias sédo liberadas como resultado de um
processo que leva os fagdcitos a morte (BASTOS et al. 2012).

Ainda ndo se sabe ao certo quais 0s mecanismos especificos de morte
celular causada por C. pseudotuberculosis, mas a capacidade da bactéria de
sobreviver dentro de macréfagos é devido a incapacidade da célula produzir 6xido
nitrico em resposta a essa bactéria in vivo (BOGDAN et al. 1997). Esse fenbmeno
pode estar associado a presenca da camada lipidica externa em C.
pseudotuberculosis e outros componentes antigénicos, que interromperiam a

producado de oxido nitrico pelos macréfagos (BASTOS et al. 2012).
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A multiplicacéo descontrolada da bactéria dentro dos macrofagos leva o
hospedeiro a tentar restringir a infeccdo através da formacdo de piogranulomas,
caracterizados pelo encapsulamento das células infectadas por C.
pseudotuberculosis (BATEY 1986a). Além disso, a infeccdo por C.
pseudotuberculosis leva a formacédo de abscessos por via subcutanea localizada,
que ndo provem de lesBes primarias nos linfonodos (PAULE et al. 2003). No
entanto, alguns abscessos podem ser encontrados em estreita associacdo com 0s
ganglios linfaticos, resultado da destruicdo dos tecidos associados com abscessos,
que posteriormente encapsulam e podem conter pus parcialmente calcificado
(MOLLER et al. 2000).

O pielogranuloma na LC € um mecanismo de defesa, o qual limita a
disseminacdo bacteriana sistémica (PEKELDER, 2000). A formacdo de
piogranulomas € um processo complexo e dependente da imunidade adaptativa, que
envolve tanto a imunidade humoral quanto a celular (ELLIS et al., 1990, PAULE et
al., 2003).

2.2.6 Diagnostico, tratamento e profilaxia

O diagnéstico é baseado, primeiramente, no exame clinico para se
constatar a presenca de abscessos de consisténcia firme a ligeiramente flutuante em
linfonodos superficiais, sugestivo da enfermidade endémica em rebanhos, devendo
ser isolado os animais suspeitos. Para a confirmagdo do diagndstico coleta-se
amostra do exsudato para cultivo em laboratério (BAIRD & FONTAINE, 2007), para
posterior identificacdo do agente, a qual pode ser realizada pelo seu perfil
enzimatico e sua capacidade fermentativa.

Kits bioquimicos comerciais padronizados estdo sendo utilizados para a
identificacdo de Corynebacterium sp, a exemplo, o sistema de identificacdo API
(“Analytical Profile Index”) Coryne da Bio Mérieux (BAIRD & FONTAINE, 2007). O
mesmo mostra-se confiavel e rapido quando comparado com os testes de
identificacdo convencionais (FRENEY et al., 1991).

Uma alternativa para o diagnostico da LC, sem a necessidade de se
recorrer ao cultivo, sao os testes soroldgicos. Segundo Langenegger & Langenegger
(1991a) diferentes técnicas indiretas foram propostas ao longo dos anos para o

diagndstico da LC, entre as quais o0s testes sorologicos: Soroneutralizagdo para anti-
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toxinas do C. pseudotuberculosis, Imunodifusdo em Gel de Agar, Hemaglutinacéo
Indireta, Fixacdo de Complemento e Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA).

Outro teste também considerado para diagndstico de LC é o Teste
Alérgico (imunidade mediada por células).Contudo, muitos destes testes apresentam
sensibilidade e especificidade inadequadas para serem utilizados de forma confiavel
em programas de controle baseados na identificagdo e remocdo de animais
infectados (SCHREUDER, TER LAAK e DERCKSEN, 1994; DERCKSEN et al.,
2000). Também se utiliza o teste da Inibicdo Sinérgica da Hemolise (ISH) capaz de
diagnosticar infeccdes precoces e também pode auxiliar nos casos de abscessos
internos, porém, ele ndo é suficientemente especifico para justificar sua utilizacédo
em praticas de descarte (KURIA & HOLSTAD, 1989 LOFSTED, 2002).

Um estudo realizado por Carminati et al. (2003), na Universidade Federal
da Bahia, determinou a sensibilidade e a especificidade de um teste ELISA indireto
para o diagnostico da LC em caprinos, utilizando como antigeno, a fracao secretada
em caldo BHI. A sensibilidade e especificidade encontradas no estudo foram de
93,5% e 100%, respectivamente, valores que permitem sua utilizacdo em programas
de controle da LC em caprinos.

Alternativa aos métodos convencionais de diagndstico € a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), mais especifico e vem se destacando cada vez mais
pela sua credibilidade. Estudos realizados por Cetinkaya et al.(2002) em
abatedouros da Turquia apresentaram sensibilidade de 94,6%, podendo também
ser realizado diretamente de amostras de pus. Como se mostrou um método rapido
e sensivel, os autores propdem sua utilizacdo, ao invés da cultura, como teste
confirmatorio para a LC (PACHECO et al., 2007).

Referente ao tratamento, C. pseudotuberculosis é sensivel, in vitro, a
varios antibioticos, entre eles, penicilina, ampicilina, cloranfenicol, eritromicina,
gentamicina e tetraciclina (CAMPBELL et al.,, 1982). Porém, o uso desses
antibiéticos in vivo € ineficiente, devido a incapacidade de penetracdo na densa
camada caseosa dos abscessos, e pela viabilidade intracelular da bactéria (o que
impede o contato com quantidades substanciais de antibiotico) (COSTA, 2002). O
tratamento indicado € a abertura e drenagem do contetdo do abscesso e posterior
assepsia com iodo 10% interna e externamente, antes que o0 abscesso fistule e

contamine o ambiente e infecte animais sadios.
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A ferida deve ser mantida sempre com curativo (gaze imersa em iodo
10%) e trocado a cada 24 horas. (ALVES et al., 1997), somente em casos de
linfonodos superficiais acometidos. A extirpacdo cirdrgica dos linfonodos nao é
recomendavel, ja que a retirada de um érgéo de defesa predispbe a disseminacao
linfatica e infec¢des de outros 6rgdos (SMITH, 2003).

A identificag&o dos animais infectados e seu descarte do rebanho sao os
métodos mais efetivos para o controle da LC (ALVES, 2007). O principal aspecto
relacionado ao controle da LC é o isolamento imediato dos animais infectados,
remogdo do material infectante antes do rompimento do abscesso e da
contaminagao ambiental.

Medidas basicas de prevencdo devem ser adotadas para evitar que o
rebanho desenvolva a doenca, como higienizacdo dos currais e instrumentos
utilizados no manejo, cuidados especiais com objetos que possam provocar lesbes
cutaneas (porta de entrada do microrganismo). Isolamento de animais com lesdes
sugestivas de LC, quarentenario para animais adquiridos, conforme (BOGDAN,1997;
SMITH, 2003; BELCHIOR, 2006; FONTAINE et al., 2006).

A vacinacdo € considerada como acdo profildtica e reduz
consideravelmente a ocorréncia de abscessos no rebanho em até 70% (BAIRD &
FONTAINE, 2007). Porém, isoladamente ndo erradica a doenca em &areas
endémicas, conforme descrito por Belchior (2006). A maioria das vacinas contra LC
comercializadas sao combinadas com outros patégenos, sdo eles: Clostridium tetani,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium novyi e Clostridium
Chauvoei (STANFORD et al., 1998). Estas vacinas sdo chamadas de toxéides e séo
obtidas a partir da inativacao da fosfolipase D (DORELLA et al., 2006b).

No Brasil, no ano de 2000, o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) licenciou a vacina 1002 Atenuada® contra a LC, fabricada
pela Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola — EBDA. A mesma foi formulada
a partir da amostra 1002 de C. pseudotuberculosis e pode conferir 83,3% de
protecdo em caprinos, segundo estudos realizados por Ribeiro et al., (1991). No
entanto, ela ndo vem fornecendo os mesmos indices a campo (DORELLA et al.,
2006b).

Apesar de grandes avancgos obtidos com a utilizacdo das vacinas
classicas contra a LC, elas apresentam algumas desvantagens, como capacidade

de causar lesdes ou abscessos no local de aplicacdo. Para reduzir parte dessas
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deficiéncias, além das formas ja disponiveis, encontra-se em estagio experimental
as vacinas a base de peptideos, as que utilizam microrganismos Vvivos
recombinantes e as vacinas de terceira geracdo ou também conhecidas como
vacina de DNA (SANCHES,2012).

2.3 Artrite Encefalite Caprina

A AEC é uma enfermidade infecciosa, multissistémica, incuravel e de
carater crénico que afeta caprinos. Possui alta prevaléncia em rebanhos leiteiros
nacionais e causa consideraveis perdas econbémicas, devido a reducdo dos
seguintes indicadores: eficiéncia reprodutiva entre as cabras pluriparas; peso dos
cabritos ao nascer; taxa de crescimento antes e depois do desmame; periodo de
lactacdo; niveis de proteina (GREENWOOD, 1995); niveis de gordura (SMITH &
CUTLIP, 1988; BRITO, 2009), reducéo na producao leiteira e aumento na contagem
de células sométicas (TURIN et al., 2005; BIRGEL JUNIOR et al., 2007; BRITO,
2009).

O periodo de incubacéo é longo e pode variar de meses a anos, podendo
apresentar evolucdo assintomatica ou sintomatologia progressiva e persistente. Com
0 agravamento dos sintomas o animal pode vir a 6bito (CALLADO et al., 2001;
RIBEIRO et al., 2011; SOUZA et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).

2.3.1 Etiologia

O agente etiolégico da Artrite Encefalite Caprina (CAE) é um virus RNA
pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus
(ICTV, 2012). Os lentivirus causam doenca inflamatéria progressiva crénica in vivo e
morte celular in vitro. O género Lentivirus, € patogénico para caprinos e outras
espécies de interesse da medicina veterinaria e humana, como os virus da AlE
(equideos), o Maedi-Visna (ovinos) e das imunodeficiéncias bovina (BIV), simia (SIV)
felina (FIV) e humana (HIV) (BOHLAND et al., 1999; CALLADO, 2001).

Os lentivirus séo particulas esféricas, envelopadas de formato icosaédrico
com aproximadamente 100 um de diametro com nucleo cbnico e denso, no qual

estdo inseridas moléculas idénticas de RNA fita simples, uma molécula de
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transcriptase reversa dependente de Mg2+ e proteinas do nucleocapsideo (GONDA
et al., 1986).

O envelope estd associado covalentemente com as glicoproteinas
transmembranéarias codificadas pelo virus, apresentando ainda uma grande
quantidade de acidos sialicos em sua superficie (HUSO et al., 1988), o que dificulta
a acao dos anticorpos neutralizantes. Outra estrutura presente na particula viral é a
matriz que esta situada entre o capsideo e o envelope (PEPIN et al., 1998). O
genoma viral do CAEV é formado por duas fitas simples de RNA sentido +
(CHEEVERS et al., 1981), contendo os genes gag, env e pol, tipicos da familia
Retroviridae, e 0s genes regulatorios tat, rev e vif.

Esses virus infectam principalmente células da linhagem monocitico-
fagocitaria, aderindo-se a elas pela ligacdo da glicoproteina do seu envelope a
receptores especificos na membrana celular (GENDELMAN et al., 1985; MSELLI-
LAKHAL et al., 2000).

O ciclo de replicacdo do CAEV pode ser dividido em duas etapas
principais: infeccdo e expressao. A fase de infeccdo da origem ao provirus e a fase
de expressédo resulta na producdo do RNA viral e formacdo de virions (GONDA,
1994).

O virus é pouco resistente as condicbes ambientais. E inativado no
colostro ou no leite de cabras infectadas a uma temperatura a 56°C, durante uma
hora (ADAMS et al., 1983). Em virtude da fragilidade estrutural do seu envelope
lipoprotéico sao sensiveis a varios produtos quimicos tais como, fendis, detergentes,

compostos quaternarios de amonio, formalina e hipoclorito, (SILVA & LIMA, 2007).

2.3.2 Epidemiologia

Artrite Encefalite Caprina é uma enfermidade com distribuicdo mundial, o
seu primeiro registro clinico ocorreu em 1959, na Suica, quando se observou artrite
cronica em caprinos adultos (STUNZI et al., 1964).

Foi descrita nos Estados Unidos por Cork et al. (1974), pela presenca dos
primeiros casos de leucoencefalomielite em caprinos de 1 a 4 meses de idade,
porém, 0 seu reconhecimento internacional como virose e sua classificacdo como
Lentivirus da familia Retroviridae, denominado CAEV, ocorreu em 1980 apds a

identificacdo do agente, isolado da membrana sinovial de um caprino adulto, com
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sintomatologia de artrite cronica (CRAWFORD et al., 1980 NARAYAN et al. 1980;
CALLADO; CASTRO; TEIXEIRA, 2001).

Estudos revelam que o virus teve sua génese na Europa e, em
decorréncia da importacdo de animais encontra-se difundido mundialmente (Tabela
1), inclusive no Brasil (Tabela 2), onde foi introduzido no final da década de 70, com
importacdes de caprinos procedentes de véarios paises da Europa e Ameérica do
Norte com o objetivo de melhorar o potencial genético dos animais brasileiros com
aptidao leiteira, as quais eram realizadas sem supervisdo apropriada (MOOJEN et
al., 1986).

Tabela 1. Ocorréncia da Artrite Encefalite Caprina (CAE) no mundo

Prevaléncia

Pais Autores Ano
(%)
Somalia Ghanem et al. 2009 6,00
Argentina Robles et al. 2003 0,12
Espanha Contreras et al. 1998 12,0
Franca Perrin & Polack 1987 56,7
EUA Crawford & Adams 1981 81,0

Fonte: Adaptado de Costa (2013)

A doenga foi identificada pela primeira vez no Brasil por Moojen et al.
(1986), no Rio Grande do Sul em soros caprinos. No mesmo Estado, registraram
pela primeira vez o isolamento do CAEV e, posteriormente, evidéncias soroldgicas e
isolamento do virus foi relatado, em diferentes estados do pais (CALLADO et al.,
2001).

Nos paises onde a caprinocultura € mais tecnificada a prevaléncia € mais
elevada (ADAMS et al.,, 1984; CALLADO et al, 2001), ocorrendo com maior
frequéncia em criacdes intensivas, porém, a introducdo de um animal soropositivo
num rebanho extensivo pode elevar o indice de soropositividade (MARTINEZ et al.,
2010).
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Tabela 2. Ocorréncia da Artrite Encefalite (CAE) Caprina no Brasil

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

Fonte: Adaptado de Costa (2013)
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2.3.3 Patogenia e sinais clinicos

O virus da CAE é introduzido no organismo dos animais geralmente pela
via digestiva, em seguida o virus infecta as células do sistema mondcito-fagocitario
pelas quais possui tropismo, causando a infeccdo persistente do hospedeiro
(CALLADO et al., 2001).

Ha infiltracdo de leucdcitos mononucleares nos orgaos e tecidos alvos
atingidos e a secrecao de citosina esta envolvida na patogenia (RUTKOSK et al.,
2001). As lesbBes sdo induzidas em tecidos especificos do hospedeiro como
articulagdes, pulmdes, sistema nervoso central e glandulas mamarias devido a
replicacdo viral em células da linhagem monocitico fagocitaria que séo as principais
células-alvo (CALLADO et al., 2001).

Dentre as células do sistema mononuclear fagocitario (mondcitos e
macréfagos), os macréfagos sao infectados com maior frequéncia e a expressao
viral estd associada a maturacdo daquelas células (SILVA & LIMA, 2007). Os
macrofagos infectados pelo CAEV estimulam de forma anormal o sistema
imunolégico, induzindo a uma hiper proliferagdo e reatividade linfocitaria
inespecifica, o que justifica os danos imunomediados que caracterizam a evolugéo
das lentiviroses classicas. Com relacdo a CAE, nos animais adultos os danos
ocorrem nas articulacées, e nos animais jovens, no sistema nervoso central. (QUINN
et al., 2005).

Na fase inicial da infeccdo, a producdo de anticorpos € inexistente ou
baixa, e continua lenta, fato que pode levar a soroconversao tardia desses animais,
podendo acontecer meses ou anos apos a infeccdo (FROTA et al., 2005).

A doenca resulta da inflamacdo decorrente da reacdo do sistema imune
do hospedeiro para o virus expressado e possui quatro formas bésicas de
apresentacdes clinicas: artritica, nervosa, respiratoria e mamaria (NARAYAN et
al.1992).

A sintomatologia clinica pode levar de meses a anos para se manifestar,
sendo que alguns animais jamais apresentam os sintomas da enfermidade. A artrite
e leucoencefalomielite sdo consideradas os principais sinais clinicos da doenca,
(ADAMS et al., 1983; NARAYAN & CORK, 1985; DAWSON, 1987; PERETZ et al.,
1993; FRANKE, 1998).
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A artrite é o sinal clinico mais importante e € geralmente observado em
animais com idade superior a oito meses de idade. Todas as articulagbes podem ser
afetadas, sendo mais atingidas as articulagbes carpo-metacarpianas (CRAWFORD
& ADAMS, 1981),onde sdo observados aumento da consisténcia e tamanho das
articulagoes.

Ao exame macro e microscopico observam-se lesdes tipicas de
processos degenerativos e inflamatorios, que afetam os tecidos conjuntivos
periarticulares, bolsas sinoviais, tenddes e bainhas tendinosas (PEREIRA, 1995).

Com a evolugcdo da doenca, observa-se claudicacdo e dificuldade de
locomocgéo (LARA et al., 2005). Os animais tendem a permanecer em decubito por
longos periodos levando a quadros de dermatite e ulceracbes, além de
emagrecimento progressivo (CRAWFORD & ADAMS, 1981; WOODWARD et al.,
1982; BOHLAND et al.,1999; NOGUEIRA et al., 2009).

A leucoencefalomielite ocorre mais frequentemente em animais jovens, de
dois a quatro meses de idade, podendo ocorrer em animais mais velhos em
associacdo com a forma artritica (CORK & NARAYAN, 1980; CRAWFORD &
ADAMS, 1981; CASTRO et al., 1994). Inicialmente os animais apresentam fraqueza
e andar cambaleante, evoluindo para ataxia e paresia uni ou bilateral dos membros
posteriores, opistotono e torcicolo com movimentos de pedalagem (CORK et al.,
1974; CASTRO & MELO 2001).

Na forma maméaria as cabras afetadas apresentam mamite aguda ou
cronica. A aguda é observada no inicio da lactogénese, ocorrendo endurecimento
ndo edematoso do 6rgéo, e reducdo na producéo de leite (PERETZ et al., 1993) A
cronica instala-se durante a lactacdo com assimetria e endurecimento do Ubere, 0
leite apresenta aspecto normal (OLIVER et al., 1981, CUTLIP et al., 1988, PERETZ
et al., 1993). Em ambas as formas ocorrem hipertrofia persistente dos linfonodos
retromamarios e, histologicamente observa-se mamite intersticial com presenca de
nodulos linfoides (OLIVER et al., 1981, CUTLIP et al., 1988, PERETZ et al., 1993,
PEREIRA, 1995).

A apresentacdo pulmonar é rara e de menor gravidade em caprinos. A
pneumonia crdnica intersticial acomete animais jovens e adultos, podendo ocorrer,
de forma aguda apo6s o animal ter sido submetido a algum estresse. Os sintomas
sdo tosse, dispneia apds exercicios fisicos, taquipnéia além de febre devido a
infeccbes secundarias causadas por bactérias (CORK & NARAYAN,1980).
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2.3.4 Transmissao

A principal via de transmissdo da AEC é a digestiva, com ingestdo de
colostro e/ou leite de fémeas infectadas com o virus, uma vez que a mesma infecta
0s macréfagos que estdo presentes nestas secre¢fes (CALLADO et al, 2001). No
entanto, existem outras vias de transmiss@es possiveis, como a transmissado sexual
através do sémen, contato direto entre animais, devido a concentracdo de animais e
alojamento durante o inverno que resultam na elevacdo das taxas de infeccao
(PALSSON, 1976).

A transmissdo pode também ocorrer por transferéncia de embribes
(AHMAD et al., 2007) ou indiretamente por materiais contaminados com sangue ou
leite de animais infectados (AL-ANI & VESTWEBER, 1984).

A idade, raga e 0 sexo parecem nao intervir na suscetibilidade dos
animais frente ao CAEV (ROWE & EAST, 1997), porém outros fatores como
estresse, infec¢cdes bacterianas e virais concomitantes podem aumentar o risco da
infeccdo (ZINK et al., 1987), sendo possivel que alguns animais infectados possam
expressar mais o virus do que outros (ADAMS et al., 1983).

O reservatorio e a fonte de infeccdo sdo os animais infectados, que
transmitem o virus através das secrecfes e excrecdes contendo células infectadas
(ADAMS et al., 1983; CASTRO, 1998).

2.3.5 Resposta Imune

A resposta imune de um animal contra uma infec¢éo viral pode ser tanto
inespecifica (natural) quanto especifica (adquirida). A resposta imune natural é
mediada por citocinas e células, inicia-se poucas horas apos a infec¢do e apesar de
ndo proteger contra a infeccdo, é importante no controle da intensidade da mesma
até que o organismo comece a produzir elementos especificos de defesa, o que
ocorre entre cinco e sete dias. Os principais mecanismos da resposta imune natural
consistem no bloqueio a infeccdo de novas células, inibicdo da replicacdo do virus
dentro das células e eliminacdo de células infectadas (MADRUGA et al., 2001).

A resposta imune em caprinos infectados sO pode ser detectada
tardiamente apos a infeccdo. A resposta celular caracteriza-se pela proliferacéo de

linfécitos que eliminam células infectadas, entretanto, ndo destroem as células que
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contém o provirus. Apesar da resposta imune humoral e celular, a maioria dos
animais infectados permanece assintomatica por anos. Portanto, a identificacdo dos
portadores dos virus no rebanho pode basear-se na deteccdo de anticorpos
especificos para AECV.

O virus causador das lentiviroses (LVPR) possui trés propriedades
biolégicas fundamentais que acarretam em infec¢cdo persistente: 1) integracdo ao
genoma, no DNA da célula hospedeira, evitando, desta forma sua eliminacdo pelo
sistema imune; 2) replicacdo preferencial em macréfagos e; 3) ndo inducdo a
formacdo de anticorpos neutralizantes (NARAYAN et al., 1980). Sendo estas
propriedades as que permitiriam a continuagao da multiplicag&o viral, independente
de qualquer controle do sistema imune humoral do hospedeiro (NARAYAN et al.,
1990; JOAG et al., 1996).

2.3.6 Diagnostico, tratamento e profilaxia

Devido a auséncia de sinais clinicos patognoménicos e presenca de
animais assintomaticos, o diagnéstico clinico ndo é suficiente para determinar a
ocorréncia da AEC, pois os sinais clinicos podem ser confundidos com os de outras
enfermidades, necessitando neste caso do auxilio de testes laboratoriais para
confirmar o diagnostico (LARA et al., 2005; OLIVEIRA, 2006).

Para o diagndstico de AEC podem ser realizados testes diretos e
indiretos. Os testes diretos sdo usados para a deteccao do virus ou do seu material
genético e os indiretos, para a deteccdo de anticorpos especificos para o antigeno
(PINHEIRO et al., 2009). As provas sorolbgicas (indiretas) sdo muito utilizadas
devido aos custos menos elevados quando comparadas aos testes diretos.

Dentre os testes indiretos encontra-se o de Imunodifusdo em Gel de
Agarose — IDGA (PUGH, 2004; TIGRE et al., 2006), o Immunoblotting ou Western
Blot (WB), Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFA), Fixacdo do Complemento
(FC), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), entre outros. O IDGA € o teste
preconizado pela Organizacao Internacional de Epizootias — OIE possui baixo custo,
facil leitura e resultado rapido. Apresenta boa especificidade e razoavel sensibilidade
(ROWE; EAST, 1997).

Dentre os testes diretos tem-se a Imunohistoquimica e métodos de

deteccdo de acidos nucléicos, como a Hibridizacdo in situ (HIS) e a Reacdo em
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Cadeia da Polimerase (PCR), que é uma técnica com alta especificidade e
sensibilidade, capaz de detectar animais com infeccéo recente ou que ainda néo se
soroconverteram, além de detectar microrganismos em estado latente, mortos ou
que estejam unidos ao material genético do hospedeiro, porém, para a sua
execucgao requer equipamentos sofisticados e méao-de-obra qualificada (ANDRIOLI
et al., 2006; TIGRE et al., 2006).

Até o momento, ndo existem tratamentos especificos nem vacinas
capazes de impedir a infeccdo pelo virus da AEC o que dificulta a implantacdo de
medidas profilaticas. Os animais acometidos séo fonte de infec¢édo e seus sintomas
se agravam com o passar do tempo (PUGH, 2005).

Os programas de controle sdo essenciais para prevenir 0 avanco dessa
enfermidade nos rebanhos e estdo baseados na prevencdo da transmissdo nas suas
mais variadas formas (BOHLAND; D’ANGELINO, 2005).

A realizacdo de testes soroldgicos é o primeiro passo para se alcancar o
controle das LVPR, associado a adocao de medidas sanitarias basicas em rebanhos
onde a infeccdo esta presente, tais como: remover as crias imediatamente apos 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
uma temperatura de 56°C durante uma hora, colostro artificial ou leite de vaca
pasteurizado (ADAMS et al., 1983); realizar testes sorolégicos nos animais antes de
introduzir no rebanho, os quais deverdo ser repetidos semestralmente ou
anualmente, em todos os animais com idade superior de seis meses; realizar
qguarentena dos animais adquiridos (ADAMS et al., 1983; ALVES, 1999; TURIN et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2009; REINA et al., 2009) e
isolar ou descartar 0s animais soropositivos e/ou com sintomatologia
clinica(PINHEIRO et al., 2001a; TURIN et al., 2005).

O transito de caprinos no Brasil destinados as exposicoes, feiras, leildes e
outras aglomeracfes, segue a Portaria n° 162, de 18 de Outubro de 1994 do
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) que exige resultado
negativo ao teste sorolégico de IDGA para diagnostico da enfermidade, deixando, a
critério dos Servicos Estaduais de Defesa Agropecuaria, na impossibilidade da
realizacdo do teste de laboratorio, a permissédo da apresentacdo de um documento

emitido por um Médico Veterinario atestando que os animais procedem de rebanhos



46

onde ndo tenha ocorrido manifestacéo clinica da LC e AEC nos 180 dias anteriores
ao inicio do certame.

No estado do Maranhao, para o transito de caprinos é exigida a Guia de
Transito Animal (GTA) acompanhada do Atestado Sanitario constatando a auséncia
de sintomatologia das doencas LC, AEC e Ectima Contagioso, emitido por Médico
Veterindrio com registro na Unidade Federativa de origem dos animais. Estes
documentos sanitarios sdo apresentados nas barreiras zoofitossanitarias (Figura 1)
localizadas estrategicamente, quando os animais estdo em transito e, também nos
eventos agropecuarios visando o controle e a disseminagdo de doencas no Estado
(MARANHAO, 2005).

Figura 1. Mapa das barreiras zoofitossanitarias do estado do Maranhéo
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estimar a ocorréncia da Linfadenite Caseosa (LC) relacionando-a a casos

de Artrite Encefalite Caprina a Virus (AECV) em municipios do estado do Maranhdo,

Brasil.

3.2 Especificos

Verificar a situacdo da Linfadenite Caseosa, através de estudo soro-
epidemioldgico na populacdo caprina em municipios do estado do Maranhéo,
Brasil;

Identificar a faixa etaria de maior prevaléncia para a Linfadenite Caseosa;
Localizar a distribuicdo espacial das propriedades estudadas;

Avaliar possiveis fatores de risco associados a Linfadenite Caseosa;

Verificar a associacdo de casos de Linfadenite Caseosa com Artrite Encefalite
Caprina;

Avaliar a Atrite Encefalite Caprina como um fator predisponente para a
Linfadenite Caseosa;

Sugerir medidas sanitarias e de controle para a Linfadenite Caseosa e Artrite

Encefalite Caprina.



RESULTADOS
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RESUMO - Objetivou-se determinar a prevaléncia da linfadenite caseosa (LC) e os fatores de risco
associados a doenga em caprinos de 13 municipios selecionados no estado do Maranhéo (Brejo, Caxias,
Chapadinha, Cod6, Coroata, Paco do Lumiar, Raposa, Sdo Benedito do Rio Preto, Sdo Jodo Batista, Sdo José
de Ribamar, Sdo Luis, Timon e Vargem Grande). Adotou-se como critério para selegcdo, maior contingente
de rebanho caprino e/ou regides com animais de melhor padrdo zootécnico. Foram selecionadas trés
propriedades por municipio. Utilizou-se amostragem de 10 animais por propriedade, coletando-se
amostras de 390 caprinos de diferentes tipos raciais e faixa etdria. Para pesquisar anticorpos anti
Corynebacterium pseudotuberculosis submeteu-se os soros ao teste ELISA (Enzime Linked
munoSorbentAssay) indireto, , com sensibilidade de 93,5% e especificidade de 98,5%. Foi verificada
soroprevaléncia para LC de 14,35% (56/390). Dos municipios amostrados, 92,31% (12/13) apresentaram
pelo menos dois animais reagentes, enquanto nas propriedades, 74,36% (29/39) apresentaram pelo
menos um animal soropositivo, com variacao entre 10% e 50%.. A analise univariada demonstrou que as
variadveis: presenca de carocos sugestivos de LC e destino inadequado do material proveniente dos
abscessos apresentaram associacdo estatistica significativa (P<0.005) ao risco de ocorréncia da infec¢ao
por C. paratuberculosis.. Concluiu-se que a presenca de C. pseudotuberculosis na maioria das propriedades
estudadas indica ampla distribui¢do da doenga nos municipios estudados.

TERMOS DE IDEXA(,‘AO: Corynebacterium pseudotuberculosis, Elisa, soroprevaléncia, caprinos, Maranhao.

INTRODUCAO

A caprinocultura é explorada em quase todos os continentes, e estd presente em regioes com diferentes
tipos de clima, vegetacdo e solo. No Brasil apresenta-se em expansdo e, é considerada uma atividade de
destaque no agronegdcio nacional e, nos ultimos anos, vem ganhando grande impulso pelo potencial que
representa (Rodrigues, 1998; Lima, 2000).

0 pais detém um expressivo rebanho caprino com 9.386.316 cabegas. Deste total, 91% estdo
concentrados na regido Nordeste (Ibge, 2011), apresentando-se como importante atividade econdmica,
onde sdo explorados por pequenos produtores, para subsisténcia familiar (Quintans 1995, Cordeiro
1998), proporcionando renda, resultante do comércio de pele, leite e carne a qual é considerada excelente
fonte de alimento de alto valor proteico com baixo custo para popula¢do mais carente do pais (Indi 2008),
além de contribuir para a permanéncia deste na area rural (Sebrae 2009).

Apesar disso, nos estados da Regido nordeste, a caprinocultura enfrenta diversos obstaculos como
desorganizacdo da cadeia produtiva, falta de recursos, baixo grau de escolaridade dos produtores, sistema
de criagdo, em geral, extensivo, pouca tecnologia, auséncia de assisténcia veterinaria. Estes fatores podem
ser considerados as mais importantes causas de baixa producdo e rentabilidade para os produtores,
impedindo a expansdo desta atividade no Brasil (Gouveia 2003; Pinheiro et al. 2009). Aliado a estes
fatores, as enfermidades infectocontagiosas comprometem os aspectos sanitarios para a criagdo de
caprinos, dentre elas destaca-se a Linfadenite Caseosa (LC) (Pinheiro et al. 2000, Lara 2008).

A LC é uma enfermidade crénica e subclinica, de ocorréncia mundial, causada pela
Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria Gram-positiva, parasita intracelular facultativa, possui
fimbrias, é imével, ndo possui cdpsula nem esporos (Baird & Foutaine 2007; Dorella et al. 2006). E
caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de abscessos encapsulados em linfonodos superficiais
e viscerais (Paton et al. 2003, Walker 1996, Williamson 2001).

E patogénica para uma grande variedade de mamiferos (Baird & Fontaine 2007). Eventualmente,
tem sido identificada em bovinos e equinos (Doherr et al. 1998, Hommez et al. 1999, Yeurham et al. 2004),
entretanto, é em ovinos e caprinos que assume maior importancia econémica e sanitaria (Brown et al.
1987). E também considerada uma zoonose (Peel et al. 1997, Peake et al. 2006).

A transmissao pode ocorrer por contato direto com secre¢des e por materiais contaminados pelo
contetdo caseoso de linfonodos ou de descargas nasais de animais com pneumonia. A entrada da bactéria
no organismo se da através de lesdes na pele, podendo ainda, penetrar na pele intacta (Williamson 2001,
Dorella et al. 2006). A transmissdo pode ser favorecida por manejo inadequado durante a tosquia,
castracdo ou uso de agulhas contaminadas, além de fatores ambientais como ferimentos por arbustos
pontiagudos (Alves et al. 1997).

O principal fator para a dissemina¢do dessa doenca é a contaminacdo ambiental, pois o C.
pseudotuberculosis é capaz de sobreviver no ambiente por longos periodos sob baixas temperaturas e
condi¢bes de umidade. As principais formas de propagacdo da doenca entre propriedades sdo
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representadas pela introducdo de animais assintomadticos provenientes de rebanhos infectados e
equipamentos contaminados (tatuadores, brincadores e tosquiadores).

No Brasil, a linfadenite caseosa é considerada endémica. Os Estados da Regido Nordeste sido os
mais afetados em razdo de possuirem a maior concentracio de rebanhos ovinos e caprinos do pais, e pelas
caracteristicas intrinsecas de solo, vegetacao e clima da regido (Alves et al. 1997, Ribeiro et al. 2001).

Diante dos poucos estudos soroepidemiolégicos da LC no Brasil e auséncia do mesmo no
Maranhdo esta pesquisa teve como objetivo determinar a prevaléncia da LC e os fatores de risco
associados a doenca em rebanhos caprinos em municipios do estado de Maranhao.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e delineamento amostral

0 estado do Maranhio estd localizado a Noroeste da Regido Nordeste entre as coordenadas de 01°01’ a
10°21’ Iat. S e 41°48’ a 48°4(0’. Possuiuma area territorial de 331.983,293 km?, limita-se ao Norte com o
Oceano Atlantico, ao Sul e Sudoeste com o Estado do Tocantins, a Leste, Nordeste e Sudeste com o Estado
do Piaui e ao Oeste e Noroeste com o Estado do Para.

O clima equatorial é predominante na por¢do oeste do estado, apresentando altas médias
pluviométricas e temperaturas elevadas. O restante do territério maranhense recebe influéncia do clima
tropical, com maiores taxas pluviométricas nos primeiros meses do ano. Possui 217 municipios com uma
populagdo estimada em 6.103.327 habitantes (Ibge 2011).

0 Brasil possui um efetivo caprino de 9.386.316 Destes, 8.541.476 estdo concentrados na regido
Nordeste e, 369.450 no estado do Maranhao (Ibge 2011).

Para delimitacdo da area de estudo, considerou-se a nova estrutura organizacional do estado,
utilizada pelo Servigco Veterinario Oficial, representado pela Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do
Maranhdo (AGED-MA), que divide o estado em 18 Unidades Regionais, a saber: Agailandia, Bacabal, Balsas,
Barra do Corda, Caxias, Chapadinha, Codd, Imperatriz, Itapecuru-Mirim, Pedreiras, Pinheiro, Presidente
Dutra, Rosario, Santa Inés, Sdo Jodo dos Patos, Sio Luis, Viana e Zé Doca.

Para o estudo foram selecionados 13 municipios maranhenses, pertencentes as Unidades
Regionais de Caxias (Caxias e Timon), Chapadinha (Brejo, Chapadinha e Sdo Benedito do Rio Preto), Cod6
(Codo e Coroata), Itapecuru Mirim (Vargem Grande), Sdo Luis (Pago do Lumiar, Raposa, Sdo José de
Ribamar e Sao Luis), e Viana (S3o Jodo Batista). Utilizou-se como critério para a selegdo o maior
contingente de rebanho caprinos e/ou regides com animais de melhor padrdo zootécnico (Fig. 1). Para
determinar o tamanho da amostra levou-se em consideracdo a prevaléncia de 26,2,%, encontrada por
Carmo (2010) no estado do Ceara, um nivel de confianga de 95% (Z = 1,96) e uma varia¢do de erro de 4%.

Foram coletadas amostras de 390 caprinos de diferentes tipos raciais e faixa etdria variada,
procedentes de 39 propriedades localizadas nos municipios selecionados. Utilizou-se a amostragem de 10
animais por propriedade sendo trés propriedades por municipio (Quadro 1). O niimero de amostras foi
igual para todos os municipios.

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentagio Animal - CEEA do curso de
Medicina Veterindria da Universidade Estadual do Maranhdo, protocolo n2 030/2012.

Colheita de sangue

Apos assepsia, coletou-se cinco mL de sangue por meio da pungdo da veia jugular, utilizando-se o sistema
de colheita a vacuo, em tubos vacutainer esterilizados e sem anticoagulante. Os tubos contendo as
amostras permaneceram a temperatura ambiente para retracio do codgulo, em seguida foram
armazenadas em caixa isotérmicas e transportadas para o Laboratério de Imunodiagnéstico do Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Em seguida foram centrifugadas a
2000G por 10 minutos para obtencdo do soro, que foi acondicionado em microtubos tipo “Eppendorf” com
capacidade para 2,0 mL e estocadas a temperatura de -20 °C até a realiza¢do do teste soroldgico.

Diagnostico sorolégico

Para a pesquisa de anticorpos anti C. pseudotuberculosis os soros foram submetidos ao teste ELISA
(Enzime Linked ImunoSorbentAssay) indireto, conforme descrito por Seyffertet al. (2010), com
sensibilidade de 93,5% e especificidade de 98,5%.

Microplacas de poliestireno de 96 cavidades (Nunc-Immuno TM Plate Poly Sorp TM Surface,
NUNCTM Brand Products) foram sensibilizadas com antigeno secretado de C. pseudotuberculosis em meio
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de cultura BHI (Brain Heart Infusion) diluido 1:100 em tampao carbonato-bicarbonato, pH 9,8, a 4°C,
overnight.

As placas foram entdo lavadas duas vezes com tampao fosfato salino (pH 7,4) acrescido de Tween
20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com soroalbumina bovina 5% por 2h a 37°C. Apds mais uma lavagem com
PBS-T, os soros dos animais amostrados foram diluidos 1:100 em PBS adicionado de albumina 1% e
adicionados as placas.

As amostras foram entdo incubadas por uma hora a 37°C. Apés a realizacido de cinco lavagens, foi
adicionado anticorpo de asinino anti-IgG de ovinos conjugado com peroxidase (Bethyl) diluido 1:20.000
em PBS albumina 1%, incubando-se por mais 45 minutos a 37° C. Apds mais cinco lavagens com PBS-T, o
substrato Tetrametilbenzidina adicionado de perdxido de hidrogénio (TMB - Radim) foi adicionado e a
placa incubada por 15 minutos a temperatura ambiente em local escuro.

A leitura da densidade dptica foi realizada com o espectrofotometro para microplacas, a 450 -
620 nm em leitor de ELISA Biotek Elx800. As amostras de soro de cada animal foram avaliadas em
duplicata no ELISA.

Dados epidemiolégicos

A cada propriedade foi aplicado questionario epidemiolégico contendo 30 questdes fechadas com o
objetivo de avaliar fatores eventualmente associados a infec¢do pelo C. pseudotuberculosis. Foram
analisadas as seguintes varidveis: origem dos animais, criagdo em comum com ovinos, assisténcia
veterindria, inseminacgao artificial, tipo de exploracdo, sistema de criacdo, raca, exigéncia de documentagio
sanitaria, quarentena, participacdo em eventos agropecudrios, compartilhamento de utensilios e
reprodutores, animais com carogos (abscessos), tratamento e medidas de controle. Durante as visitas
foram realizados exames clinicos nos animais por inspecio e palpag¢io dos linfonodos superficiais com o
objetivo de verificar lesdes sugestivas de LC.

Para andlise dos fatores de risco associados a LC foram utilizados os dados obtidos nos
questiondrios epidemioldgicos. As varidveis independentes (possiveis fatores de risco) foram
categorizadas e codificadas, adotando-se o menor cédigo para a categoria de menor risco (Latorre 2004),
sendo esta considerada como referéncia para a comparacdo com as demais.

Para o estudo da associacdo entre a soropositividade e as variaveis analisadas, foi utilizado teste
Exato de Fisher ou teste Qui-quadrado de independéncia, quando as condi¢des 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 obtencdo da analise foi o Instat 2.0 versdo 2003 e o
EpInfo 3.43 versdo 2007.

Os dados obtidos foram analisados, estimando-se a prevaléncia de focos (rebanhos com pelo menos
um animal soropositivo para LC), assim como animais soronegativos. Posteriormente foi realizada uma
andlise descritiva das variaveis em estudo com a construgao de tabelas.

Os resultados obtidos nos ensaios soroldgicos, bem como as respostas dos produtores ao
questionario aplicado, foram tabulados no software Microsoft Office Excel 2007. O programa utilizado
para a obtengdo da analise foi o Instat 2.0 versdo 2003 e o EpInfo 3.43 versdo 2007.

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

RESULTADOS

Apoés exame clinico verificou-se que 4,10% (16/390) dos animais amostrados apresentaram abscessos
caseosos indicativos da LC, os quais estavam distribuidos na seguinte ordem, oito linfonodos pré-
escapulares, quatro parotideos, trés submandibulares e um inguinal.

Dos 390 caprinos amostrados foi verificada soroprevaléncia para LC de 14,36% (56/390).
Observou-se que nas regionais estudadas, o valor da prevaléncia foi: Caxias, 2,57 % (10/390);
Chapadinha, 3,33 % (13/390); Codo, 1,80%, (7/390); Itapecuru Mirim, 1,28% (5/390); Sao Luis, 4,87%
(19/390) e Viana 0,51% (2/390) (Quadro 2).

Dos 13 municipios amostrados, 92,31% (12/13) apresentaram pelo menos dois animais
reagentes. O municipio de Sao Benedito do Rio Preto pertencente a Regional de Chapadinha foi o tnico a
ndo apresentar animais soropositivos, enquanto Sao José de Ribamar, da Regional de Sao Luis apresentou
o maior percentual, 33,33% (10/30) (Quadro 3).
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Com relacdo as propriedades estudadas, em 74,36% (29/39) apresentaram pelo menos um
animal soropositivo, com variacdo de soroprevaléncia entre 10% e 50%. Destas 10,35% (3/29) sdo
produtoras de leite, 17,24% (5/29) sdo de exploragido mista e 72,41% (21/29) sdo de animais de corte.

A andlise univariada demonstrou que as variaveis: realizacdo de quarentena, animais com carogos
indicativos de LC e destino dado ao material retirado dos abscessos apresentaram associa¢io estatistica
significativa (P<0,05) ao risco de ocorréncia da infeccdo (Quadro 4).

DISCUSSAO

O presente estudo é considerado o primeiro inquérito soroepidemiolégico para a LC em caprinos
realizado no estado do Maranhdo. Os resultados obtidos por meio da técnica ELISA indireta com
soroprevaléncia de 14,36% (56/390) sdo similares € aos encontrados por Souza et al. (2011) no estado da
Paraiba que analisando lesdes macroscopicas caracteristica da doenca em ovinos abatidos em frigorifico
encontram prevaléncia de 15,9% (236/1466).

Resultado superior com prevaléncia de 26,2% utilizando o mesmo teste foi encontrado por Carmo
(2010) no estado do Ceara. Acredita-se que os elevados indices encontrados sejam decorrentes do tipo de
manejo e da vegetacdo da regido estudada, com numerosas plantas cacticeas, que causam ferimentos na
pele, favorecendo a infec¢do por C. pseudotuberculosis (Souza et al. 2011).

Resultados inferiores de 7,7% (49/640), foram encontrados por Séstenes et al. (2012) no Sertdo
Paraibano, baseados em evidéncias clinicas da doenca, tal resultado deve ter sido em razdo do método
utilizado ndo identificar os animais com a doenga subclinica.

No presente estudo a prevaléncia observada deve-se possivelmente ao manejo inadequado
implementado nas propriedades, onde a grande maioria ndo dispde de assisténcia veterinaria e as acdes
sdo executadas por trabalhadores que nio tém conhecimento da doenga. Estes fatos associados a outros
fatores tais como a falta de controle no transporte e comercializagdo de animais, permitindo que animais
infectados sejam introduzidos nos rebanhos podem ter interferido no resultado deste estudo
corroborando as prevaléncias encontradas no Nordeste (Sostenes et al. 2011; Souza et al. 2011).

Com relagdo aos municipios amostrados 92,31% (12/13) apresentaram pelo menos dois animais
soropositivos. Resultado semelhante foi encontrado por Guimardes et al. (2009) que verificou uma
prevaléncia de 95,7% (90/94) em municipios amostrados em Minas Gerais. Isso demonstra que o agente
encontra-se amplamente distribuido em toda a regido estudada. No presente estudo, o municipio de Sao
José de Ribamar com animais puros de origem, criados nos sistemas intensivo e semi-intensivo onde
permanecem confinados por mais tempo, foi o mais prevalente e Sdo Benedito do Rio Preto, com animais
SRD, criados extensivamente, ndo apresentou nenhum animal soropositivo. Esta auséncia de soropositivos
no estudo pode ser explicada pelo fato dos produtores adqurirem animais com pouca frequéncia e
somente da prépria regido.

Das propriedades estudadas, 74,36% (29/39) também apresentaram pelo menos um animal
soropositivo. Os maiores indices de soroprevaléncia foram identificados nas propriedades que adquiriram
animais de outros estados (MG, PE, PB, SP) onde existem registros de alta prevaléncia da doenca.
Resultados similares foram encontrados por Guimaraes et al. (2009) com 95,9% (93/97) em Minas Gerais
e Carmo (2010) com 82,7% no Ceara. Esses resultados demonstram que a doenga esta presente na regido
estudada.

Em relacdo ao sistema de criagdo foi encontrada maior prevaléncia no sistema extensivo com
53,84% (21/39) assemelhando-se com a maioria dos criadores do estado que utiliza 0 mesmo sistema de
criacdo. Esse resultado corrobora com os resultados encontrados no DF por Carmo et al. (2012) que
utilizando o mesmo teste encontrou uma prevaléncia de 48,4% nesse tipo de sistema . O resultado deste
estudo confirma as observacgdes feitas por Carmo et al. (2012) de que a caprinocultura praticada em
sistema extensivo tém maior prevaléncia que os manejados no sistema semi-intensivo e intensivo.

No Nordeste, inclusive no Maranhdo a caprinocultura é explorada por pequenos produtores para
subsisténcia familiar. A explora¢do é basicamente para carne, leite e carne, pele e em menor nimero para
leite, neste estudo a maior prevaléncia ocorreu em animais de corte. Tal resultado pode ser em razio
técnicas de manejo inadequado, falta de assisténcia técnica e auséncia ou uso incorreto de tecnologia.

A maioria das propriedades amostradas possuiam animais mesti¢cos e outros tipos de raga, porém,
para a andlise desta variavel foi colocada aquela que mais predominava na propriedade. O resultado desta
pesquisa mostrou que a maior prevaléncia ocorreu em animais SRD com 9,23% (36/390), isso se justifica
pelo fato da maioria dos rebanhos serem formados por animais mesticos ou SRD, criados em sistema
extensivo, onde o produtor realiza poucas inspe¢des periddicas, dificultando a identificagdo e a separagao
de animais com sinais clinicos da doenga.
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A andlise univariada demonstrou que as variaveis: presenca de carog¢os sugestivos de LC e destino
inadequado do material proveniente dos abscessos apresentaram associacdo estatistica significativa
(P<0.005) ao risco de ocorréncia da infeccdo por C. paratuberculosis (Quadro 4).

A presenca de carogos sugestivos de LC foi considerada estatisticamente como fator de risco para
a doenga, isso pode ser explicado pela nio separacdo dos animais com sinais clinicos, favorecendo a
disseminacdo da doenca pelo contato direto entre animais sadios com os doentes que apresentam
abscessos rompidos.

Também considerado como fator de risco o destino inadequado do material proveniente dos
abscessos se justifica pela contamina¢do ambiental, favorecendo a disseminacdo da doenca pelo contato
indireto com pastagem, instalacdes e utensilios contaminados com material proveniente dos abscessos.
Segundo Batey (1986), a maior contaminagdo do ambiente da-se pela ruptura de abscessos.

A realizacdo de quarentena foi considerada estatisticamente como fator de protecdo. Nos
rebanhos onde sdo realizadas quarentena nos animais adquiridos a chance de identificar o agente é de
6,54%. E comum a compra de caprinos oriundos de outros estados em feiras e exposicdes o que se
constitui um risco epidemiolégico para a introducdo da doenca na propriedade. Animais introduzidos nas
fazendas devem ser rigorosamente examinados antes da compra, testados sorologicamente e mantidos
em quarentena tendo em vista que embora ndo apresentem sinais clinicos da doengca podem estar
infectados (subclinica) uma vez que o periodo de incubagio é longo.

Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre os grupos de exposicdo e o sexo dos
animais, sendo que as fémeas apresentaram prevaléncia 14,50% (38/262) e machos 14,06% (18/128),
confirmando os resultados encontrados por Carmo (2010), Guimaraes et al. (2009), e Silva et al. (1982)
que comprovaram que machos e fémeas sdo igualmente acometidos pelo C. pseudotuberculosis.

Nao houve diferencga estatistica significativa na frequéncia de animais reagentes nas faixas etarias
estudadas, no entanto o maior percentual ocorreu na faixa estaria > 12 meses. A prevaléncia em animais
mais velhos deve-se ao carater cronico da doenga, em fungao do longo periodo de incubacio, assim como,
maior tempo de permanéncia com animais infectados (Al-Rawashdeh & Al-Qudah, 2000). Esses resultados
confirmam os encontrados por Seyffert (2010) que afirma que a prevaléncia da doen¢a aumenta com a
idade.

Embora o rompimento natural dos abscessos com consequente contaminacdo de pastagens,
instalacoes e utensilios sejam epidemiologicamente consideradas praticas potenciais para ocorréncia da
infeccdo (Sdstenes et al. 2012), neste estudo, foram desconsideradas como reais fatores de risco junto a
outras variaveis, como origem dos animais, aluguel de pasto, compartilhamento de utensilios, participacdo
em eventos agropecudrios, aquisicdo de animais sem documentagdo sanitaria, auséncia de assisténcia
técnica, ndo separacdo de animais jovens dos adultos e ndo vacinagio contra LC, pois apresentou p>0,05.

Quanto ao conhecimento da doenga 92,31% (36/39) dos proprietarios afirmaram ter
conhecimento da doenga, destes, 89,66 % (26/29) sdo de propriedades onde foram detectados animais
soropositivos, isso indica que a doenca é subnotificada e negligenciada pelos produtores que
desconhecem os impactos sanitarios e economicos negativos causados pela mesma.

As propriedades onde foram detectados animais com abscessos caseosos indicativos da LC
apresentaram soroprevaléncia positiva para a doenga. O linfonodo pré-escapular foi o que apresentou o
maior ndmero de lesdes com 50% (8/16) em seguida o linfonodo parotideo com 25% (4/16), esses
resultados corroboram com os encontrados por Souza (2011), Smith & Sherman (1994) Silva & Silva
(1982) e Unanial et al. (1985), e se justifica em razao destas regides serem frequentimente lesionadas
durante o pastoreio ou durante o consumo de folhas de arvores e arbustos para o qual os caprinos
habitualmente utilizam a posicdo bipedal para se alimentar, tornando-se uma porta de entrada para o
agente (Smith & Sherman, 1994).

CONCLUSAO

Acredita-se que técnicas de manejo inadequado verificado nas propriedades em estudo, dentre eles, falta
de assisténcia técnica, auséncia ou uso incorreto de tecnologia, ndo separacdo de animais jovens dos
adultos, introduc¢do de animais no rebanho sem realizagio de quarentena, presen¢a de animais com
rompimento natural de abscessos, presenca de pelo menos um animal soropositivo, indica que a LC é
negligenciada pelos produtores e pode ter influenciado na prevaléncia e disseminacdo da doenca na regido
estudada, onde foram diagnosticados animais soropositivos para a enfermidade. Os resultados deste
estudo demonstram que houve concordancia entre estas praticas adotadas e as propriedades foco, que
apresentaram elevado indice de soropositividade para LC. Conclui-se que a LC estd amplamente
disseminada nos municipios estudados.
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Legenda da Figura
Fig. 1. Mapa das Unidades Regionais onde estio localizados os municipios estudados.
Fig. 2. Mapa dos municipios do estdo do Maranh&o onde foi realizada a pesquisa em caprinos para
deteccdo de anitcorpos contra o virus da Artrite Encefalite Caprina (AEC)

Quadros e Figuras

Quadro 1. Distribui¢ciao das Unidades Regionais com seus respectivos municipios, bem como, o
numero de amostras/propriedades, Maranhio, 2015

Unidades Regionais Municipios Propriedades N? de Animais Testados
Amostradas

Caxias Caxias 3 30
Timon 3 30
Chapadinha Brejo 3 30
Chapadinha 3 30
S. B.Rio Preto 3 30
Codo Codd 3 30
Coroata 3 30
Itapecuru Mirim Vargem Grande 3 30
Sao Luis Raposa 3 30
Pago do Lumiar 3 30
S.]. de Ribamar 3 30
Sao Luis 3 30
Viana Sdo J. Batista 3 30
Total 39 390

Quadro 2. Soroprevaléncia por Unidade Regional de caprinos reagentes ao Corynebacterium
pseudotuberculosis no ELISA indireto em municipios do estado do Maranhio, 2015

Regionais N2 animais amostrados N2 de animais positivos Prevaléncia (%)
Caxias 60 10 2,57
Chapadinha 60 13 3,33
Codd 60 7 1,80
[tapecuru mirim 60 5 1,28
Sdo Luis 120 19 4,87
Viana 30 2 0,51
Total 390 56 14,36

Quadro 3. Soroprevaléncia por Municipio de caprinos reagentes ao Corynebacterium
pseudotuberculosis no ELISA indireto em municipios do estado do Maranhao, 2015

N2 de animais

Municipios amostrados N2 de animais positivos Prevaléncia (%)
Brejo 30 7 23,33
Caxias 30 3 10,00

Chapadinha 30 6 20,00
Codé 30 2 6,67

Coroata 30 5 16,66
Paco do Lumiar 30 3 10,00
Raposa 30 2 6,67
S. B. Rio preto 30 0 0,00
S.]. Batista 30 2 6,67
S.]. De Ribamar 30 10 33,33
Sao Luis 30 4 13,33
Timon 30 7 23,33
Vargem grande 30 5 16,66
Total 390 56
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Quadro 4. Analise univariada dos fatores de risco associados a linfadenite caseosa em municipios

do estado do Maranhao, 2015

LINFADENITE CASEOSA
Variaveis Soropositivos  Soronegativos Total o
N % N % N % OR IC 95% P
Ja ouviu falar de Sim 26 89,66 10 100,00 36 92,31
Linfadenite Nio 3 10,34 0 0,00 3 7,69 0,36 0,01;7,60 0,55
Caseosa
Corte 21 72,41 8 80,00 29 74,36
Exploracdo Leite 3 10,34 1 10,00 4 10,26 0,85
Mista 5 17,24 1 10,00 6 15,38
Intensivo 2 6,90 2 20,00 4 10,26
Sistema de _ Semi- 13 4483 1 10,00 14 3590 0,11
Criacdo intensivo
extensivo 14 48,28 7 70,00 21 53,85
Anglo 6 2069 2 2000 8 2051
Raca Nubiana 0.94
¢ Saanen 4 13,79 1 10,00 5 12,82 !
SRD 19 65,52 7 70,00 26 66,67
Regido 12 41,38 3 30,00 15 38,46
Origem dos Estado 5 17,24 3 30,00 8 20,51
Animais Outros 0,65
12 41,38 4 40,00 16 41,03
Estados
Realiza Sim 18 62,07 2 20,00 20 51,28 )
Quarentena Nio 11 37,93 8 80,00 19 48,72 6,54 1.17;3662 0,03
Sim 9 31,03 3 30,00 3 7,69 )
Aluguel de Pasto Nio 20 68.97 - 70,00 7 17,95 1,05 0,21;5,02 1
Participacao em Sim 10 34,48 1 10,00 11 28,21
eventos Nzo 19 6552 9 9000 28 7179 +73 0524291 022
agropecudrios
Exig. de Sim 18 62,07 4 40,00 22 56,41
documentagdo Nio 11 3793 6 6000 17 4359 24> 0561068 0728
sanitaria
Assisténcia Sim 9 31,03 5 50,00 14 35,90 )
Veterinaria Nio 20 68,97 5 50,00 25 64,10 0,45 0,10;1,95 0,44
. Sim 6 20,69 2 20,00 8 20,51 ]
Vacina contra LC Nio 23 79,31 3 80,00 31 79.49 1,04 0,17;6,23 1
Presenca de Sim 25 86,21 10 100,00 35 89,74
| carosos Nio 4 1379 0 0,00 4 1026 001 000021 <0,00
indicativo de LC
Rompimento ., 567 3 3000 20 5128
natural
Abre ndo
desinfeta
retorna o 0 0,00 0 0,00 0 0,00
animal para o
. rebanho
Noreode e
- desinfeta 0,2
carogo retorna o 11 3793 7 7000 18 46,15
(abscesso) )
animal para o
rebanho
Abre
desinfeta
separa o 1 3,45 0 0,00 1 2,56
animal até

cicatrizar
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Elimina o

animal do 0 0,00 0 0,00
rebanho

Enterrado 14 48,28 4 40,00

Queimado 0 0,00 3 30,00

Destino do Lixo 0 0,00 0 0,00
material retirado ~ 1z
Nio da

dos abscessos destino 19 65,52 3 30,00
(ambiente)

0,00
46,15

7,69
0,00

56,41

P<0,05 - estatisticamente significativo
p>0,05 - ndo estatisticamente significativo
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OCORRENCIA SIMULTANEA DA LINFADENITE CASEOSA E DA ARTRITE
ENCEFALITE CAPRINA EM MUNICIPIOS DO ESTADO DO MARANHAO, BRASIL

Laudeci Pires Melo', Rosiane de Jesus Barros, Ynady Ferreira Costa’, Danner S.
Moreira'; Viviane Correa Silva Coimbra® Ferdinan Almeida Melo?

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

RESUMO

Objetivou-se com este estudo verificar a ocorréncia simultanea da Linfadenite Caseosa (LC) e
da Artrite Encefalite Caprina (AEC) em municipios do estado do Maranhdo, através da
técnica de ELISA indireto (ELISA-i). Foram avaliadas 390 amostras de soros sanguineos de
caprinos, de 39 propriedades rurais pertencentes aos 13 municipios das regionais de Caxias
(Caxias e Timon), Chapadinha (Brejo e Chapadinha), Cod6é (Cod6 e Coroata), Itapecuru
Mirim (Vargem Grande e Sdo Benedito do Rio Preto), Sdo Luis (Paco do Lumiar, Raposa,
S0 José de Ribamar e Sdo Luis), e Viana (Sd0 Jodo Batista). Os animais amostrados
pertenciam a diferentes tipos raciais e faixa etaria variada. Selecionaram-se trés propriedades
por municipio, adotando-se amostragem de 10 animais por propriedade. Quanto a
soroprevaléncia, 14,36% (56/390) das amostras foram positivas para LC; 9,74% (38/390) para
AEC e 1,79% (7/390) para ambas as afec¢Bes. Os animais positivos concomitantemente para
LC e AEC pertenciam aos municipios de Timon 6,67% (2/30), Séo José de Ribamar 6,67%
(2/30) e Sao Luis 10,00% (3/30). O presente estudo permitiu concluir que estatisticamente ndo
houve associacdo significativa da ocorréncia simultdnea da LC e AEC, no entanto para
confirmar esta hipotese, ainda se faz necessério a realizagdo de mais estudos.

PALAVRAS CHAVE: Corynebcterium  pseudotuberculosis, AECV, ELISA,
Soroprevaléncia, Caprinocultura.

SIMULTANEOUS OCCURRENCE OF CASEOUS LYMPHADENITIS AND CAPRINE
ARTHRITIS ENCEPHALITIS IN MUNICIPALITIES IN THE STATE OF MARANHAOQ,
BRAZIL

ABSTRACT

The objective of this study was to verify the simultaneous occurrence of Caseous
Lymphadenitis (LC) and the Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) in municipalities in the
state of Maranhdo, through indirect ELISA ( ELISA -i ).There were evaluated 390 samples of
blood sera goats, 39 farms belonging to 13 municipalities of regional of Caxias (Caxias e
Timon), Chapadinha (Brejo e Chapadinha), Codé (Codé e Coroatd), Itapecuru Mirim
(Vargem Grande e Sdo Benedito do Rio Preto), Sdo Luis (Pa¢o do Lumiar, Raposa, S&o José
de Ribamar e S&o Luis), e Viana (Sdo Jodo Batista). The sampled animals belong to different
racial types and varied age group. We selected three properties by municipality, adopting
sample of 10 animals per property. As for the prevalence, 14.35 % (56/390) of the samples
were positive for LC; 9.74 % (38/390) to CAE and 1.79 % (7/390) for both conditions.
Positive animals concomitantly for LC and CAE belonged to the municipalities of Timon

!Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéria do Maranhdo - AGED/MA. Av Marechal Castelo Branco, 13, CEP:
65090-160, Sdo Francisco, Sdo Luis/MA
“Universidade Estadual do Maranh&o - UEMA.
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6.67% (2/30), Sao José de Ribamar 6.67% (2/30) and S&o Luis 10.00% (3/30). This study
concluded that there was no statistically significant association between simultaneous
occurrence of LC and CAE, however to confirm this hypothesis are still needed to further
studies.

KEYWORDS: Corynebcterium pseudotuberculosis, CAEV, ELISA, seroprevalence, Goat.

INTRODUCAO
A caprinocultura é uma atividade em expansdo no Brasil, contudo, ainda enfrenta diversos
obstaculos em todos os estados da regido Nordeste, inclusive no Maranh&o. A desorganizacao
da cadeia produtiva, a falta de recursos, o baixo grau de escolaridade dos produtores, baixa
tecnologia, sistema de criacdo, em geral, extensivo, e pouca ou auséncia de assisténcia
veterinaria favorece a alta incidéncia de problemas sanitarios que resultam na baixa
produtividade e menor lucro para os produtores o que impedem a expansdo desta atividade
(PINHEIRO et al., 2009). As enfermidades infectocontagiosas juntamente com outras
consideradas emergentes como a Linfadenite Caseosa (LC), Artrite Encefalite Caprina (AEC)
e Micoplasmose sdo entraves para a cadeia da caprinocultura, principalmente no que diz
respeito aos aspectos sanitarios (LARA, 2008).

Dentre as enfermidades de caprinos com maior poder de disseminacdo destacam-se a LC
e AEC, doengas consideradas de ocorréncia mundial. No Brasil apresentam alta incidéncia e
transmissibilidade em pequenos ruminantes, mas raramente apresentam sintomatologia
aparente, porém sao fontes de infec¢do para animais saudaveis, apresentando em comum o
tropismo pelas células da série mondcito macrofago, que disseminam o0s agentes no
hospedeiro confirmando a suposi¢do de que ambas interferem no mecanismo de resposta inata
do hospedeiro principalmente se estiverem associadas (BLACKLAWS, 2012; LARA et al.
2005).

A LC é uma enfermidade infectocontagiosa, cronica e subclinica, de ocorréncia mundial,

tem como agente etioldgico o Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis),
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uma bactéria Gram-positiva, parasita intracelular facultativa, possui fimbrias, & imdvel, ndo
possui capsula nem esporos (JONES; COLLINS, 1986). Possui similaridades com o
Mycobacterium pseudotuberculosis o0s quais possuem lipideos na parede celular que
dificultam a fagocitose da bactéria causando toxicidade as células do hospedeiro (TASHIAN;
CAMPBELL, 1983). A imunidade contra o C. pesudotuberculosis, envolve principalmente a
resposta celular (ELLIS et al., 1994; PRESCOTT, 2002). As células cronicamente infectadas
parecem ter sua funcdo diminuida, favorecendo a permanéncia do patdégeno no hospedeiro
(MUELLER; PIETERS, 2006)

A LC é caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de abscessos encapsulados
em linfonodos superficiais e viscerais (BROWN et al., 1987; PATON et al., 2003; WALKER,
1996; WILLIAMSON, 2001). Estas duas formas podem ocorrer concomitantemente
(O’REILLY et al., 2008). E patogénica para uma grande variedade de mamiferos (BAIRD;
FONTAINE, 2007), entretanto, € em ovinos e caprinos que assume maior importancia
econdmica e sanitaria (BROWN et al., 1987). E também considerada uma Zoonose (LOPEZ
etal.,1966; PEEL et al., 1997; PEAKE et al., 2006).

Ja a Artrite Encefalite Caprina (AEC) é uma lentivirose infecciosa de evolugédo cronica,
multissistémica, causada por um virus e infecta caprinos de todas as idades (LARA, 2005;
ARRUDA et al., 2011), possui como caracteristica, longo periodo de incubagdo, que pode
variar de meses a anos, podendo apresentar evolugcdo assintomatica ou sintomatologia
progressiva e persistente, com 0 agravamento dos sintomas levando o animal a Obito
(CALLADO et al., 2001; RIBEIRO et al., 2011; SOUZA et al., 2011; ANDRADE et al.,
2012).

O agente etioldégico da AEC é um RNA virus pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus (ICTV, 2013), que induz doenca de evolugéo

crbnica, persistente e degenerativa (COFFIN, 1996; AI-QUDAH et al., 2006). Tal



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

68

comportamento sugere uma similaridade com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
ambos persistem indefinidamente e replicam produtivamente em macréfagos (ZINK, et al.,
1990; QUINN et al. 2005; AL-QUDAH et al. 2006).

O Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) possui trés propriedades bioldgicas
fundamentais que acarretam em infeccdo persistente: 1) integracdo ao genoma no DNA da
célula hospedeira, evitando, desta forma, sua eliminacdo pelo sistema imune; 2) replicacdo
preferencial em macrofagos e 3) ndo inducdo a formacdo de anticorpos neutralizantes
(NARAYAN et al., 1980). Sendo estas propriedades as que permitiriam a continuacdo da
multiplicacdo viral, independente de qualquer controle do sistema imune humoral do
hospedeiro (NARAYAN et al., 1990; JOAG et al., 1996).

Dentre as células do sistema mononuclear fagocitario (mondcitos e macréfagos), os
macrofagos sdo infectados com maior frequéncia e a expressao viral esta associada a
maturacdo daquelas células (SILVA; LIMA, 2007). Os macrofagos infectados pelo AECV
estimulam de forma anormal o sistema imunolégico, induzindo a uma hiperproliferacéo e
reatividade linfocitaria inespecifica, o que justifica os danos imunomediados que caracterizam
a evolucdo de lentiviroses classicas (QUINN et al., 2005).

A CAEV é uma enfermidade enzodtica que causa artrite e leucoencefalomielite, e com
menor frequéncia determina alteracGes respiratérias e da glandula mamaria e esta disseminada
na maioria dos rebanhos brasileiros.

Ambas as afeccOes tém sido registradas em rebanhos da regido Nordeste apresentando
alta incidéncia. Esse estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia simultanea da LC e da
AEC a virus em municipios do estado do Maranhdo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e delineamento amostral
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122  Para delimitacdo da area de estudo, levou-se em consideracdo a nova estrutura organizacional
123 do estado, utilizada pelo Servico Veterinario Oficial, representado pela Agéncia Estadual de
124  Defesa Agropecuaria do Maranhdo (AGED-MA), que distribui o estado em 18 Unidades
125 Regionais. Para o estudo foram selecionados 13 municipios do estado do Maranhdo,
126 pertencentes as regionais de Caxias (Caxias e Timon), Chapadinha (Brejo e Chapadinha),
127  Codo (Codd e Coroata), Itapecuru Mirim (Vargem Grande e Sdo Benedito do Rio Preto), Sdo
128  Luis (Pago do Lumiar, Raposa, Sdo José de Ribamar e S&o Luis), e Viana (S&o Jodo Batista),
129  utilizando como critério para a selecdo o maior contingente de rebanho caprinos e/ou regides
130  com animais de melhor padréo zootécnico (Fig. 1).

131 Figura 1. Mapa das Undades Regionais do estado do Maranh&o selecionadas para o estudo,
132 2015

Legenda
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Para determinar o tamanho da amostra levou-se em consideracdo a prevaléncia de 26,2%,
para LC encontrada por Carmo (2010) no estado do Ceara e 18% para a AEC, encontrada por
Silva et al. (2012) no estado de Pernambuco, com intervalo de confianca de 95% (Z = 1,96) e
uma variacao de erro de 4%.

Foram coletadas 390 amostras de sangue de caprino, procedentes de 39 propriedades
localizadas nos municipios selecionados. Os animais amostrados pertenciam a diferentes tipos
raciais e faixa etaria variada. Utilizou-se a amostragem de 10 animais por propriedade sendo
trés propriedades por municipio (Tab. 1).

Tabela 1. Distribuicdo das regionais com seus respectivos municipios, bem como, 0 nimero
de amostras/propriedades, Maranh&o, 2015

Unidades Regionais Municipios Propriedades N° de Animais
Amostradas Testados

Caxias Caxias 3 30
Timon 3 30
Chapadinha Brejo 3 30
Chapadinha 3 30
S. B.Rio Preto 3 30
Codo Codo 3 30
Coroata 3 30
Itapecuru Mirim Vargem Grande 3 30
Sédo Luis Raposa 3 30
Paco do Lumiar 3 30
S. J. de Ribamar 3 30
Sé&o Luis 3 30
Viana Sdo J. Batista 3 30
Total 39 390

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA
do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo, protocolo n°
030/2012.

Colheita de sangue
O sangue foi coletado por puncdo da veia jugular, utilizando-se o sistema de colheita a vacuo,
em tubos vacutainer esterilizados e sem anticoagulante, 0s quais permaneceram a temperatura

ambiente até a retragdo do coagulo. Em seguida foram armazenadas em caixa isotérmicas e
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transportadas para o Laboratorio de Imunodiagnostico do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), onde foram centrifugadas a 2000G por 10
minutos para obtencdo do soro, posteriormente foram acondicionados em microtubos tipo
“Eppendorf” com capacidade para 2,0 mL e estocadas a temperatura de -20° C. até a
realizacéo do teste soroldgico.

Diagnostico soroldgico

Para a pesquisa de anticorpos anti C. pseudotuberculosis os soros foram submetidos ao teste
ELISA (Enzime Linked Imuno Sorbent Assay) indireto, conforme descrito por SEYFFERT et
al. (2010), com sensibilidade de 93,5% e especificidade de 98,5%. A leitura da densidade
Optica foi realizada com o espectrofotdmetro para microplacas, a 450 — 620 nm em leitor de
ELISA Biotek EIX800. As amostras de soro de cada animal foram avaliadas em duplicata no
ELISA-I.

Para deteccdo de anticorpos contra o Virus da AEC utilizou-se o teste comercial de
ELISA-1 o Caprine Arthritis-Encephalitis Virus Antibody Test Kit cElisa realizado segundo o
protocolo recomendado pelo fabricante. As analises das amostras foram realizadas em
duplicata e, aquelas que apresentaram resultados suspeitos foram retestadas.

As anélises soroldgicas foram realizadas no Laboratério de Imunodiagndstico do Curso
de Medicina Veterinéria da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA).

Dados epidemioldgicos

A cada propriedade foi aplicado questionario epidemioldgico, onde foram coletados dados
sobre o criador, a propriedade e 0 manejo sanitario, com o objetivo de relacionar possiveis
fatores de risco associados a LC e AEC.

Foram analisadas as seguintes varidveis: origem dos animais, criagdo em comum com
ovinos, assisténcia veterinaria, inseminacao artificial, tipo de exploracéo, sistema de criacéo,

raca, exigéncia de documentacao sanitaria, realizacdo de quarentena, participacdo em eventos
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agropecuarios, compartilhamento de utensilios e reprodutores com outras propriedades,
presenca de animais com carogos (abscessos) e medidas de controle.
Para o célculo da frequéncia dividiu-se o niUmero de animais soropositivos pelo nUmero
de animais amostrados, utilizando-se andlise descritiva por meio de distribuicdes absoluta e
relativa. A prevaléncia observada no estudo foi calculada pela razdo da somatoria do nimero
de animais soropositivos multiplicado por 100 e dividido pelo numero de animais testados.
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 condicdes
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 obtencdo da
analise foi o Instat 2.0 versdo 2003 e o Eplnfo 3.43 versdo 2007.
RESULTADOS
Dos 390 caprinos amostrados verificou-se uma soroprevaléncia de 14,36% (56/390) para LC

(Fig. 2) de 9,74% (38/390) para AEC (Fig. 3).

M animais positivos para LC

B animais negativos

Figura 2. Frequéncia de caprinos reagentes ao Corynebacterium pseudotuberculosis no
ELISA indireto em municipios do estado do Maranhao, 2015
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M animais positivos para AEC

H animais negativos

Figura 3: Frequéncia de caprinos reagentes a Artrite Encefalite Caprina (AEC) no ELISA
indireto em municipios do estado do Maranhé&o, 2015.

Na populacéo estudada a prevaléncia de caprinos reagentes simultaneamente para LC e

AEC ao teste ELISA indireto foi de 1,79% (7/390) (Fig. 4).

1,79%

M animais positivos para LC e AEC

H animais negativos

Figura 4: Frequéncia de caprinos

reagentes simultaneamente ao Corynebacterium

pseudotuberculosis e a Artrite Encefalite Caprina (AEC) no ELISA indireto em municipios do

estado do Maranhdo, 2015.

Na tabela 2 encontram-se os resultados dos animais soropositivos por Regional para LC,

AEC e para ambas as enfermidades.
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Tabela 2. Soroprevaléncia por Regional de caprinos reagentes ao Corynebacterium
pseudotuberculosis e a0 AECV no ELISA indireto em municipios do estado do Maranhao,

2015

0 Amivonns Positivo para  Positivo para  Positivo LC

Regionais ;\'mﬁsrt"rr; da(')z LC AEC e AEC
N° % N° % N° %
Caxias 60 10 2,57 4 1,02 2 0,51
Chapadinha 60 13 3,33 1 0,26 0 0,00
Codo 60 7 1,80 1 0,26 0 0,00
Itapecuru-mirim 60 5 1,28 1 0,26 0 0,00
Sao Luis 120 19 4,87 31 7,94 5 1,28
Viana 30 2 0,51 0 0,00 0 0,00
Total 390 56 14,36 38 9,74 7 1,79

Quanto aos municipios amostrados, 92,31% (12/13) apresentaram pelo menos dois
animais soropositivos para LC e 61,54% (8/13) apresentaram pelo menos um animal
soropositivo para AEC, sendo Sdo José de Ribamar o municipio que apresentou maior
percentual de animais soropositivos para LC e AEC, com 33,33% (10/30) e 40,00% (12/30),
respectivamente e 0 municipio de S8o Luis 0 que apresentou o maior percentual para LC e
AEC simultaneamente, ambos pertencem a Regional de Sao Luis.

Em relacdo as propriedades estudadas 74,36% (29/39) e 33,33% (13/39) apresentaram
pelo menos um animal soropositivo para LC e para AEC respectivamente.

A andlise univariada demonstrou que das variaveis estudadas nenhuma delas foi
estatisticamente considerada como real fator de risco para ambas as infecgbes, pois,
apresentaram P>0,05.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo com soroprevaléncia de 14,36% (56/390) para LC
utilizando a técnica ELISA indireta (ELISA 1), foram semelhantes aos obtidos por SOUZA et
al. (2011) no estado da Paraiba, com prevaléncia de 15,9% (236/1466). Superior aos
encontrados por SOSTENES et al. (2012) no Sertdo Paraibano com 7,7% (49/640). Inferior ao

obtido por CARMO (2010) no estado do Ceara uma prevaléncia de 26,2%. Acredita-se que 0s
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métodos utilizados, 0 manejo inadequado adotado e o tipo de vegetacdo da regido estudada,
com abundantes plantas cactaceas, que causam lesdes na pele, favorecendo a infeccéo por C.
pseudotuberculosis (Souza et al. 2011), podem ter influenciado nos resultados.

Em relacdo a AEC, a ocorréncia de caprinos soropositivos foi 9,74% (38/390). Ao se
comparar o resultado obtido com os apresentados por outros pesquisadores no Nordeste,
verificou-se semelhanca ao encontrado por BANDEIRA et al. (2009) com 8,2% na Paraiba.
Resultados superiores foram encontrados por MILEN et al. (2011), SILVA et al. (2012) e
Arruda et al. (2011) que verificaram prevaléncia de 12% no Maranhdo, 18,01% em
Pernambuco e 14,09% no Rio Grande do Norte, respectivamente.

Resultados inferiores foram encontrados por TEIXEIRA (2012) no Maranhdo com
ocorréncia de 2,8%. Também, REGO et al (2011) e SAMPAIO JUNIOR (2011) em estudos
realizados no Piaui, verificaram prevaléncia de 0,97% e 4,2%, respectivamente.

No presente estudo a ocorréncia verificada para ambas as afeccdes, provavelmente,
devem-se as técnicas de manejo inadequado, onde a grande maioria das propriedades nao
dispde de assisténcia veterinaria, auséncia ou uso incorreto de tecnologia, transporte e
comercializa¢do de animais sem o devido controle, permitindo que animais infectados possam
ser introduzidos nos rebanhos.

Maior frequéncia de ocorréncia simultanea da LC e AEC foi verificada no tipo de
exploragdo de leite com predominéncia de animais da raga saanen e anglunubiano criados no
sistema de criagdo intensivo onde os animais sdo mantidos confinados, favorecendo a
transmissdo do agente (MENDES et al. 2011).

As variaveis: origem dos animais tanto intra quanto interestadual em que a aquisi¢édo de
caprinos oriundos de outros estados geralmente acontece em feiras e exposi¢Oes; nédo
realizacdo de quarentena dos animais adquiridos; ndo separagdo de animais jovens dos

adultos; assisténcia técnica; aluguel de pasto e compartilhamento de utensilios constituem-se
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risco epidemioldgico para ambas as doencas, uma vez que o agente pode ser transferido entre
estados, e de uma propriedade a outra por meio de animais infectados ou de fémites
contaminados, porém, neste estudo estas variaveis ndo foram consideradas como reais fatores
de risco, pois apresentou p>0.05.

Estatisticamente ndo houve associacdo significativa da ocorréncia simultanea da LC e
AEC. No entanto, admite-se que a infeccdo pelo virus da AEC compromete a integridade do
sistema imunologico pela acdo imunodepressora, decorrente da permanéncia do patégeno no
hospedeiro que ao infectar as células, penetra e incorpora-se ao genoma linfocitario
(CASTRO et al., 1988) associados a evidéncias imunocitoldgicas que infecta mondcitos
circulantes, aumentando dessa forma a susceptibilidade do hospedeiro a outras infeccGes
(HEENEY etal, 1992; MUELLER & PIETERS, 2006).

Entretanto, para SANCHES, et al. (2012) a infec¢do pelo virus da AEC ocasiona aumento
na intensidade de fagocitose das células da série mondcito-macréfago, sugerindo que
promova uma predisposi¢do dos animais a contrair a LC e/ou favorecimento e progressao da
mesma.

CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir que estatisticamente ndo houve associacao significativa
da ocorréncia simultanea da LC e AEC. Entretanto para confirmar a hipdtese de associacédo
entre as enfermidades, ainda se faz necessario a realizagdo de outros estudos.

A constatacdo de animais sororeagentes nesta pesquisa para ambas as enfermidades
sugere a conducdo de maiores praticas de controle e prevencdo, tais como: assisténcia técnica;
realizacdo de sorologia; quarentena dos animais adquiridos; separar animais jovens dos
adultos; separar animais com sinais clinicos das enfermidades; abertura e drenagem precoce
dos abscessos superficiais com destino adequado do contetdo e descarte dos animais doentes.

Também deverdo ser trabalhadas politicas educativas com os produtores visando maior
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281  entendimento sobre as enfermidades, bem como, incutir entre os produtores de que as
282  medidas profilaticas devem prevalecer sobre as curativas, pois estas representam maior custo

283 e menor lucro.
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APENDICE A - Questionario Epidemioldgico

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

LINFADENITE CASEOSA E ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

Identificacdo: Fone:

Municipio UR

Proprietario

Propriedade

01-Vocé ja ouviu falar sobre a doenca Linfadenite caseosa? [ Sim [ Néo
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02-Vocé ja ouviu falar sobre a doenga Artrite Encefalite Caprina a virus? L1 SimLIN&o

03- Tipo da Exploragdo: [l corte L leite ] couro [ mista

04- Se a exploragado for leite:N2 de cabras em lactagdo ___Produgdo diaria de leite __ litros

N° de Ordenhas por dia:L] 1 ordenhald 2 ou 3 ordenhas [ N3o ordenha

Tipo de Ordenha:l] manuall] mecanica ao pé [1 mecanica em sala de ordenha Ll N3o ordenha
Faz aleitamento artificialld Sim [J N3o

Quando desmamados, os cabritos passam a consumir leite:

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

Ocru de vacas/bufalas O aquecido a 562C vacas/bufalas

05- Tipo de Criagdao:L] Extensivo L1 semi-extensivo LI Intensivo L1 Semi intensivo
06- Usa inseminagdo artificial? [ Sim [ N3o

07- Raga predominante:

Raca Aptiddo Raca Aptiddo
Anglonubiana Carne e leite Mambrina Carne

Alpina Leite Murciana Carne, leite e pele
Canindé Leite Boer Carne

Moxoté Leite, carne Savana Carne

Togenburg Leite Repartida Pele

Marota Pele Angora Pele

SRD




08- Efetivo de animais na propriedade:

ESPECIE MACHOS | FEMEAS | MACHOS | FEMEAS | TOTAL
<deb6 <deb6 >deb6 >deb6
Meses Meses Meses Meses
CAPRINA
OVINA

09- Origem dos animais: ( ) Regido ( ) Estado ( ) Outros estados Quais

Qual?
Obov/bubOeqiiideos suinos [ aves comerciais [ cdo

10- Os animais possuem identificagdo? [ Sim[d N&o
11- Outras espécies na propriedade:
O gato
12- Nos ultimos 2 anos houve aquisi¢éo de caprinos? LlsimCInéo
Onde/de quem:L] em exposicdold em leildo/feira [ de comerciante de gado [ diretamente de
outras fazendas
13- Exige documentacdo zoossanitaria na aquisicao de animais? O Sim [ Nédo
Se sim, qual?
14- Realiza quarentena? O sim [0 Néo
15- Participa de eventos agropecuarios? L1 Sim
Se a resposta for sim. Qual?
16- Aluga pastos em alguma época do ano? [ Simd Nao
17- Tem pastos em comum com outras propriedades de criacdo de caprinos\ovinos?
O] Sim] Nao
18- Compartilha outros utensilios com outras propriedades?
O Sim O Naold insumosd equipamentos 1 funcionarios
19- Compartilha reprodutores com outras propriedadestdSim [ Né&o
20- Participa de associacgdes de classe?d Sim] Néo
Qual?
21- Préticas de manejo:

J Nao

PRATICASNDE MANEJO
DESINFECCAO DO UMBIGO
VERMIFUGACAO

SEPARA ANIMAIS JOVENS DOS DULTOS
POSSUI QUARENTENARIO

PRESENCA DE ECTOPARASITAS
PIQUETE MATERNIDADE

SIM IDENTIFICAR

22- Vacina contra Linfadenite caseosa?

23- Faz uso de outro tipo de vacinacdo? ( ) Sim () N&o
Se a resposta for sim
24- Qual ?
() Clostridioses ( ) Leptospirose ( ) Linfadenite Caseosa ( ) Raiva ( ) Febre Aftosa ( )
Outras
25- Observou carogos no rebanho que possa ser indicativo de Linfadenite Caseosa
() Sim
( ) N3o

26- O que faz quando vé o animal com caro¢o(abscesso)
() Espera abrir sozinho
( ) Abre o carogo ndo desinfeta retorna o animal para o rebanho
( ) Abre o carogo desinfeta retorna o animal para o rebanho
( ) Abre o carogo desinfeta separa o animal até cicatrizar
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( ) Elimina o animal do rebanho

27- Qual o destino dado ao material retirado dos abscessos?
( ) Enterrado
( ) Queimado
() Lixo
( ) Néo da destino (ambiente)

28- Sinas clinicos de maior frequéncia nos animais da propriedade?
( )artrite () pneumonia ( ) mamite ( ) infeccdo do umbigo ( ) diarréia ( ) aborto ()
doencas nervosas ( ) outros
29- Frequéncia de mortalidade de animais é mais alta: ( ) jovens ( ) adultos
30- Tem assisténcia veterinaria? Clnaold sim
De que tipo? Opublical] privada

NOME DO VETERINARIO

ASSINATURA DO CRIADOR
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ANEXO A — Parecer da Comissao de Etica e Experimentagéo Animal

Universidade Estadual do Maranhao

DECLARACAO

Declaramos aos devidos fins que o projeto intitulado “Identificagdo de fatores de risco
e soroprevaléncia da Artrite Encefalite Caprina—AEC em municipios do Estado do
Maranhio, 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
colaborag@o dos professores Dr. Hamilton Pereira Santos, Dr. Helder de Moraes Pereira
e de Tania Maria Duarte Silva, foi submetido ao Comité de Etica e Experimentagéo
Animal do Curso de Medicina Veteriniria da Universidade Estadual do Maranhdo,
conforme protocolo n°. 030/2012, sendo aprovado por atender as normas da Resolugdo
do CFMV n°. 879/2008 e a Lei n°. 11794/2008, que tratam dos procedimentos Eticos na

Experimenta¢éio Animal.

Sdo Luis — MA, 27 de fevereiro de 2013.

M’Jmm')u
[

Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa
Presidente do CEEA/CMV/UEMA

Cidade Universitaria Paulo V1. C.P. 08. Tirirical — CEP. 65055-970 — S30 Luis/MA. Fones: (88) 3245-5461 / Fax: (98) 3245-5882
C.N.P.}. 06.352.421/0001/68 - Criada nos termos da Lei n2. 4.400 de 30.12.1981
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ANEXO B - Instrucdes aos autores da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via
eletrdnica, 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.
Jirgen  Dobereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA
BRASILEIRA, Caixa Postal 74.591, Seropédica, RJ 23890-000.
Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo
publicados e n&o considerados para publicagdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitagé@o e aceitagdo, os trabalhos
sempre devem ser submetidos conforme as normas de
apresentac@o da revista (www.pvb.com.br) e o modelo em Word
(PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de
apresentacdo, serdo devolvidos aos autores para a devida
adequacao.

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

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicao
da revista (impressa e online) e distribuicédo via correio é cobrada
taxa de publicacdo (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, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagéo
destes dois ultimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o
contetdo do trabalho; pormenores de identificagdo cientifica
devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar

0s nomes, tanto para facilitar sua identificagdo cientifica, como
para as citagcBes bibliograficas. Em muitos casos isto significa
manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os
demais sobrenomes:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou
Peixoto P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-
Correa ou Riet-Correa F.; Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva
poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva S.M.M.S., ou
Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais
curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.;
para facilitar, inclusive, a moderna indexacéo, recomenda-se que
os trabalhos tenham o méaximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com o0s
elementos constituintes do RESUMO em por tugués, podendo ser
mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser seguidos
de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXAGAOQ’,
respectivamente;

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

e) a INTRODUGCAO deve ser breve, com citagio
bibliogréfica especifica sem
gue a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a
indicacdo do objetivo do trabalho;

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

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao
concisa dos dados obtidos. Quadros devem ser preparados sem
dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de
vérias repeticbes. 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. N&o convém mencionar trabalhos em
desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigagédo 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 s6 incluirda 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 0os homes de todos 0s
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 ddvida), 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 apresentacdo de fasciculos recentes da revista e do
modelo constante do site sob “Instrucdes aos Autores”
(www.pvb.com.br). Adigitalizacdo 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 ndo deve ser formatado em duas colunas,
com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo ap6s 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
informagGes do programa onde foram geradas, resultando,
sempre, em ma qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser concisa, com a
linguagem, tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no
texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
arabicos colocados em sobrescrito apés a palavra ou frase que
motivou a nota. Essa numeragdo 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 ndo deverdo conter citagcdes
bibliogréficas.

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

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

e) citacBes bibliograficas serdo feitas pelo sistema
“autor e ano”; trabalhos de até trés autores serdo citados pelos
nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se
distinguirem por esses elementos, a diferenciagdo 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 mencéo
de comunicagdo pessoal e de dados ndo publicados € feita no
texto somente com citagdo 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 o nome do autor e o ano,
nem ponto-e-virgula apds cada ano; a separagdo entre trabalhos,
nesse caso, se fard apenas por virgulas, exemplo: (Christian
&Tryphonas 1971, Priester&Haves 1974, Lemos et al. 2004,
Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS 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 ordenacéo de seus
varios elementos.


http://www.pvb.com.br/

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 altera¢des). Quando obtidas em
papel ou outro supor te, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo
se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera
identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo
respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de
davida, deve ser indicada a par te inferior da figura pela palavra
“peé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das
convengOes adotadas serd incluida preferentemente, na area da
Figura; evitar-se-4 o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias
deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em
papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para evitar danos por
grampos, desenhosefotografias deveréo ser colocados em envelope.
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Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser
publicados em cores; na versao impressa, somente quando a cor
for elemento primordial a impressdo das figuras podera ser em
cores.

4. Aslegendas explicativas das Figuras conteréo
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 tera seu titulo completo e
sera caracterizado por dois tracos longos, um acima e outro abaixo
do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos poderd haver
outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao héa tragos
verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomegando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas
logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por
umtrago curto a esquerda.
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ANEXO C — Normas editoriais para publicacdo da Revista Arquivos do Instituto Biol6gico

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

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

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

A publicacéo dos trabalhos dependera da analise efetuada pelo Corpo de Consultores Cientificos e da aprovagdo do Comité
Editorial.

Os artigos seréo publicados em ordem de aprovagao.

Ser&o considerados para publicagéo Artigos Cientificos e Comunicagdes Cientificas. Artigos de Revisdo poderdo ser aceitos a
critério do Comité Editorial.

A transcri¢do parcial ou total de trabalhos dos "Arquivos do Instituto Biologico" 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 devera constar nome por extenso, enderego completo
(Instituicao/Universidade, Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, endereco postal), endereco eletronico e CPF de todos
o0s autores.

Eventuais dividas podem ser encaminhadas ao editor da Revista "Arquivos do Instituto Biol6gico", Dra. Silvia Regina Galleti,
Instituto Biolégico - Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, S&o Paulo, SP - Fone: (11) 5087-1749 - E-
mail:arquivos@biologico.sp.gov.br.

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

A taxa para publicagio na revista “Arquivos do Instituto Bioldgico” € de R$ 25,00 (vinte e cinco reais) por pagina diagramada.
Apos o aceite do trabalho, comunicado pelo editor responséavel, os autores deveréo efetuar o deposito do valor correspondente
a publicagcdo 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 Biolégico. Instituto Bioldgico - Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002, Sao 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 versao superior, pagina A4, com margens de 2,5
cm, fonte Times New Roman, tamanho 12, espaco duplo e paginas numeradas em sequéncia. As linhas deverdo ser
numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta Layout em Configurar Pagina. O méaximo 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), 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.

Artigo cientifico: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem
dos demais autores, resumo em portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, keywords, introducdo, material e
métodos, resultados, discussédo, 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 subdivisées
e referéncias.

Quando o trabalho envolver estudos em animais de experimentagcdo e/ou organismos geneticamente modificados, incluir o
namero do processo no trabalho e encaminhar uma copia da aprovagdo fornecida pelo respectivo Comité responsavel da
Instituicdo 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 precisdo o assunto tratado no artigo, focalizando bem a sua finalidade principal.

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

Resumo: deverd apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e métodos e conclusdes, em um Unico paragrafo.
N&o ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espaco, citar no maximo cinco palavras-chave, separadas por virgula.
Evitar termos que aparegam no titulo.

Abstract: apresentar uma tradug&o 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 descricdo breve, porém suficiente para permitir uma repeticdo 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 padrfes internacionais.
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Resultados: apresenta-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando necessario. As tabelas e figuras devem ser inseridas
apos as referéncias.

Discussao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros trabalhos publicados (resultados e discussédo
poderéo fazer parte de um Unico item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite 0 seu entendimento sem consultas ao texto. As tabelas néo
deverdo conter linhas verticais. No texto, use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no formato jpg (fotos) ou
gif (gréficos e esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras originais ou com maior resolugéo poderéo ser solicitadas
apds o aceite. Devem ser enviadas em arquivos individuais e nomeadas de acordo com o nimero da figura. Exemplos:

Figl.gif, Fig2.jpg.
Conclus@es: serdo citadas em ordem de importancia. Poderédo constituir um item & parte ou serem incluidas na discusséao.
Agradecimentos: poderdo ser incluidos a pessoas ou instituigées.

Referéncias e cita¢des no texto: cita¢cdes no texto e referéncias estdo diretamente vinculadas. Todos os autores citados devem
figurar nas referéncias, excecdo para informagdes obtidas por canais informais que deverdo ser citadas apenas no texto:
(JUNQUEIRA, comunicagdo pessoal), (JUNQUEIRA, informagdo verbal). A referéncia no texto deve seguir o sistema
sobrenome do autor e ano de publicacéo e devera 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 publicagcdo - (CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou (CURI,
1998a, 1998b). Nas referéncias seguir as recomendagfes da Norma NBR 6023/2002, da Associacédo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT); as referéncias deverdo estar em ordem alfabética de primeiro autor e serem apresentadas em folha a parte.
A exatiddo dos dados nas referéncias é da responsabilidade dos autores.



