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RESUMO

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA INFECCAO PELO Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis EM REBANHOS LEITEIROS DA MICRORREGIAO DE GARANHUNS —
PERNAMBUCO, BRASIL.

A paratuberculose é uma enfermidade que pode causar um impacto negativo para a pecuaria
nacional. Nos bovinos apresenta-se sob a forma de diarreia cronica intratavel que causa uma
enterite granulomatosa, onde o0s animais tornam-se apaticos e emagrecem progressivamente,
diminuindo ou até mesmo cessando a producéo leiteira. E causada pelo Mycobacterium avium
subespécie paratuberculosis (MAP), um pequeno bacilo alcool-acido-resistente, considerado
como um dos menores do género, extremamente resistente a diversos ambientes. Objetivou-se
com esse trabalho realizar um inquérito epidemioldgico da infeccdo pelo MAP em bovinos
leiteiros da microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. Para esse estudo foram coletadas
amostras sanguineas de 408 animais, provenientes de 19 rebanhos localizados em 15
municipios da microrregido. O exame soroldgico foi realizado por Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) indireto para deteccdo de anticorpos frente ao Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. Em todas as propriedades, um questionario investigativo foi aplicado para
analise dos fatores de risco, e as coordenadas geogréaficas coletadas através de um aparelho de
GPS (Global Position System) para realizacdo da distribuicdo espacial. A prevaléncia da
infeccdo pelo MAP foi de 2,7% (11/408; I.C. 1,4 — 4,9). O nimero de focos foi 47,4% (9/19).
Na analise de regressdo logistica foi identificado como fator de risco a taxa anual de
nascimentos superior a 51 bezerros/ano (OR 3,8; I.C. 1,1 — 13,1). Concluiu-se que a infecgéo
pelo MAP encontra-se distribuida entre os rebanhos bovinos leiteiros da microrregido
estudada e que medidas de controle baseadas nos fatores de risco devem ser implementadas
com o objetivo de reduzir o nimero de focos e consequentemente aumentar a produtividade

dos rebanhos, minimizando assim os prejuizos causados pela enfermidade aos produtores.

Palavras-chave: Doenca de Johne, fatores de risco, MAP.



ABSTRACT

EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF INFECTION WITH Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis IN DAIRY HERDS OF MICROREGION GARANHUNS -
PERNAMBUCO, BRAZIL.

Paratuberculosis is a disease that can cause a negative impact on national livestock. In cattle
cause chronic intractable diarrhea and granulomatous enteritis, these animals become listless
and lose weight gradually, decreasing or ceasing milk production. It is caused by
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP), an alcohol-acid resistant bacilli,
resistant to many environments. The objective of this study makes an epidemiological
investigation of MAP infections in dairy cattle the microregion of Garanhuns, Pernambuco,
Brazil. For this study blood samples were collected from 408 animals from 19 herds in 15
counties of the microregion. Serologic testing was performed by indirect enzyme
immunoassay (ELISA) for antibodies against the MAP. A questionnaire was applied to all
properties for analysis of risk factors, and collected geographical coordinates through a GPS
(Global Position System) device to perform the spatial distribution. The prevalence of MAP
infection was 2.7% (11/408, 1.C. 1.4 — 4.9). The number of foci was 47.4% (9/19). In logistic
regression analysis was identified as a risk factor the annual rate of births over 51 calves / year
(O.R. 3.8; I.C. 1.1 — 13.1). In conclusion an MAP infection is spread among the cattle’s herds
of microregion Garanhuns, Pernambuco, Brazil, and control measures based or risk factors
should be implemented to reduce the number of outbreaks and consequently increase the

productivity of herds.

Keywords: Johne disease, risk factors, MAP.
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1.  INTRODUCAO

O Brasil possui um efetivo bovino de 209,541 milhdes de animais, se mantendo
como o segundo maior rebanho comercial do mundo, ficando atrds somente dos Estados
Unidos da América (EUA). Na regido Nordeste encontram-se 28.762 milhdes deste total e
Pernambuco com 1,1% do efetivo total, possui 2.383 milhdes cabegas (IBGE, 2010).

Na producéo de leite o Brasil detém 5% da producdo mundial, ficando em quinto
lugar, estando somente atras de potenciais mundiais como EUA, india, China e RUssia
(FAO, 2009). Possui uma producdo nacional de 30.715 bilhdes de litros do produto por
ano, sendo 2,9% desta no estado de Pernambuco (IBGE, 2010).

A paratuberculose ou doenca de Johne é uma enfermidade infecto-contagiosa,
causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), caracterizada por
causar um processo inflamatorio intestinal em ruminantes domesticos e selvagens,
determinando redugdo na digestibilidade dos alimentos, com consequente queda na
producdo (LARANJA DA FONSECA et al., 1999). Esta enfermidade, nos bovinos, se
caracteriza por diarreia crbénica escura, fétida e refratdria a tratamentos com
antimicrobianos (DARCOSO-FILHO, 1960; PORTUGAL, 1978; DRIEMEIER et al.,
1999; GOMES, 2002).

No Brasil, a paratuberculose foi descrita em alguns estados e o aparecimento de
noVos casos sugere que o agente etiologico esteja disseminado principalmente entre as
racas leiteiras (MOTA et al., 2010). Esta doenca é considerada como um dos principais
problemas para a satde dos ruminantes de todo o mundo e impde significativas perdas
econdmicas para a industria de laticinios (JANAGAMA et al., 2010). No EUA, maior
produtor de leite do mundo, essas perdas chegam a $200 milhdes de ddlares por ano (CHO
etal., 2012).

Exemplos dessas perdas em rebanhos bovinos leiteiros vdo desde o atraso de
retorno ao cio, reducdo da capacidade de absorver nutrientes, com consequente diminui¢ao
progressiva do peso, diminui¢cdo da capacidade de fornecimento de nutrientes ao feto,
queda e/ou até a parada total da produgdo de leite, o que leva a um menor peso dos
bezerros a desmama (ELZO et al., 2009; YAMASAKI et al., 2010).

Alguns fatores contribuem para a ocorréncia da doenca nos rebanhos, tais como

sistema de criacdo intensivo, estresse da lactacdo, transporte e parto; deficiéncias minerais
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e nutricionais, assim como imunossupressdo causada pelo virus da Diarreia Viral Bovina
(DVB) e elevada carga parasitaria (MERKAL et al., 1975).

Ha algum tempo vem se debatendo o potencial zoono6tico do MAP, uma vez que
este ja foi isolado em tecidos intestinais de pacientes humanos portadores da doenca de
Crohn (CARVALHO et al., 2009). A doenca de Crohn é uma enfermidade intestinal
crénica de humanos, inflamatoria e granulomatosa, semelhante a paratuberculose bovina
(RUBERY, 2002). O MAP esta presente nos organismos de pacientes com doenca de
Crohn, colite ulcerativa e em pacientes sem doencas inflamatdrias do intestino, no entanto,
esferoplastos (formas de parede celular deficiente) do MAP s6 foram encontrados em
pacientes com doenca de Crohn (MENDOZA et al., 2010). Como o MAP encontra-se
presente nas fezes da populacdo em geral e ndo s6 em doentes de Crohn positivos, ele pode
estar envolvido nesta enfermidade, devido a uma resposta imune deficiente (TUCI et al.,
2011). O leite cru pode ser uma fonte de contaminacdo potencial para a transmissao do
microorganismo aos seres humanos (CARVALHO et al., 2009).

A necessidade de pesquisas sobre a situacdo da infeccdo por MAP e os fatores que
influenciam a sua ocorréncia nos rebanhos, justifica a realizacdo deste trabalho na
microrregido de Garanhuns, estado de Pernambuco, uma vez que a mesma localiza-se na
bacia leiteira do estado e ndo existem dados sobre a ocorréncia da infeccdo pelo MAP em

bovinos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Diagnosticar e contribuir com dados epidemioldgicos sobre a infeccdo por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em bovinos leiteiros na Microrregido de

Garanhuns, estado de Pernambuco.

2.2. Objetivos Especificos

o Realizar um inquérito sorologico para determinar a prevaléncia da infecgdo por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis;

o Identificar os fatores de riscos associados a infeccdo por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis;

o Analisar a distribuicdo espacial da infeccdo por Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Paratuberculose ou Doenca de Johne

A paratuberculose é uma enfermidade infecto-contagiosa caracterizada por enterite
granulomatosa crénica que acomete principalmente bovinos, ovinos, caprinos e ruminantes
silvestres, causada pelo Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP), e se
caracteriza por apresentar uma longa fase sub clinica, acarretando grandes perdas na
producdo (BENNETT et al., 2012).

A doenca foi descrita pela primeira vez, em 1895, por Johne e Fronthingham como
forma atipica da tuberculose em uma vaca, na Alemanha. Em 1910, o MAP foi isolado,
pela primeira vez, por Twort e, mais tarde, relatada por Twort e Ingram (1912).
Posteriormente, a doenca foi reconhecida em diversos paises, com a denominacdo de
doenca de Johne.

A paratuberculose € uma enfermidade de notificacdo obrigatoria para a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), e é considerada como um importante
problema para o comércio internacional de animais e seus subprodutos (OIE, 2008).
Ocorre mundialmente e vem sendo descrita em todos os continentes, sendo relatada na
Poldnia com prevaléncia de 6,3% (SZTEYN; WISZNIEWSKA-LASZCYCH, 2011); na
Eslovénia com 0,59% (KUSAR et al., 2011); india com 32,1% (SHARMA et al., 2008);
Australia com 65,7% de rebanhos bovinos positivos (HUCHZERMEYER et al., 1994),
EUA com 40,4% de propriedades com pelo menos um bovino soropositivo (PILLARS et
al., 2009) e na Argentina com uma prevaléncia 41,6% (PAOLICCHI et al., 2003)

No Brasil a ocorréncia da enfermidade e/ou infeccdo ja foi registrada em diversos

estados, conforme disposicdo na Tabela 1.
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Tabela 1- Relatos da infec¢do pelo MAP em diversos estados brasileiros, 1915 — 2012

Autor Ano Estado Frequéncia Metodo de Diagnostico
Dupont 1915 RJ - Exame Clinico,
anatomopatologia e
microbiologia
Santos e Silva 1956 RJ 1 bovino Exame clinico,
anatomopatologia, histopatologia
e Ziehl Neelsen
Darcoso-Filho et al. 1960 RJ 3 bovinos Exames clinicos e Patoldgicos
Silva e Pizelli 1961 RJ 1 bovino Anatomopatologia e
Histopatologia
Portugal et al. 1978 SC 2 bovinos Reacdo Intradérmica PPD e
cultivo do microrganismo a partir
de linfonodos mesentéricos
Ramos et al. 1986 RS 1 bovino Exame Clinico, reacéo
intradérmica PPD, histologia,
baciloscopia e anatomopatologia.
Nakajima et al. 1991 MG 1 bovino Exame clinico,
anatomopatologia, Ziehl-Nielsen,
histopatologia e cultura de
fragmentos intestinais.
Laranja da Fonseca et al. 1999 SP 37,9% ELISA
Driemeier et al. 1999 RS 25,0% Exames clinicos,
anatomopatologia, histopatologia
e isolamento do agente.
Dias et al. 2002 PB 160 amostras Cultura fecal
Gomes et al. 2002 RS 3,6% Cultivo Fecal
11,4% IDGA
50,0% ELISA absorvido
39,8% ELISA ndo absorvido
Acypreste et al. 2005 GO 60,2% ELISA
Silva 2005 PA 35,4% ELISA
Mota et al. 2007 PE 32,3% Isolamento, anatomopatologia e
PCR
Carvalho et al. 2009 MG 3,6% PCR do leite
Mota et al. 2009 PB 1 bovino Ex. clinico, anatomopatologia,
histopatologia, Ziehl- Neelsen e
microbiologia
Costa et al. 2010 ES 11,4% ELISA
Yamasaki 2010 RJ 40,0% ELISA
Medeiros et al. 2012 PB 10,8% ELISA
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3.2. Agente Etiologico

O Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis é classificado como um membro
da Ordem dos Actinomicetales, Familia Mycobacteriaceae, do complexo Mycobacterium
avium-intracellulare, este complexo é composto por quatro espécies: M. avium avium e M.
avium paratuberculosis, M. avium silvaticum e M. avium intracellulare (LILEMBAUM et
al., 2007a). Fenotipicamente, o MAP difere do M. avium e M. silvaticum por sua
dependéncia a micobactina, e genotipicamente pela presenca de 15 ou 20 cdpias do
elemento de insercdo 1S900 (BANNANTINE et al., 2002).

O MAP é descrito como um pequeno bacilo-alcool-resistente (BAAR), que aparece
geralmente agrupado em diversos tecidos e nas fezes, e se encontra geralmente no interior
de macrdfagos e/ou células gigantes de Langerhans, o que o torna bastante resistente a
varios ambientes (COLLINS, 1996). Esta bactéria é altamente resistente a diversas
situacOes extremas de frio, calor e pH, fazendo com que o agente infeccioso permaneca por
longos periodos no solo, fezes e agua (KLANICOVA et al., 2012). Um exemplo da
persisténcia do MAP nesses ambientes € a sua viabilidade infecciosa por até dois meses na
cultura de fermentadores de usina de biogas (SLANA et al., 2011), e como por exemplo,
no solo e nas fezes pode resistir por até 47 meses (HUNTLEY et al., 2005).

Apesar da sua elevada resisténcia no ambiente, este microorganismo € sensivel a
varios desinfetantes, radiacdo ultravioleta e calor (BANNANTINE et al., 2002). O MAP ¢
destruido ap6s dez minutos de imersdo no formol a 5%, no cresol diluido a 1:32, no fenol
diluido a 1:40 e no hipoclorito de sodio diluido em 1:50 (COLLINS, 1996). O fenol na
presenca de detergente melhora a sua absorcdo pelo MAP, conferindo-lhe maior poder de
destruicdo da bactéria, sendo entdo o mais indicado para descontaminacdo fecal
(LILENBAUM et al., 2007a)

O MAP apresenta o crescimento mais fastidioso dentre todas as micobactérias, com
periodo de incubagdo de 8 a 12 semanas dependente da fonte exdgena de incubacédo
(LILENBAUM et al., 2007a). O metabolismo do ferro é fundamental para a sobrevivéncia
in vivo e in vitro do MAP, podendo a deficiéncia desse elemento ser determinante na sua
viruléncia (JANAGAMA et al., 2010).

Atualmente acredita-se que o0 MAP contém uma mistura de células vegetativas e
uma estrutura desconhecida semelhante a um esporo, sugerindo que a esporulagéo pode ser

um mecanismo pelo qual ele persiste viavel no hospedeiro e/ou meio ambiente por longos
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periodos (LAMONT et al.,, 2012), o que torna a contaminacdo ambiental uma das
principais fontes de transmissdo do agente em rebanhos leiteiros (SMITH et al., 2011).
Pistone et al., (2012) na Italia, sugeriram uma circulacdo do MAP entre 0s animais
terrestres, aquaticos, e no ambiente, mesmo néo podendo confirmar a presenca da bactéria
na agua, a presenca do DNA do MAP encontrado € um indicador da distribuigdo

generalizada desta bactéria no ambiente.

3.3. Epidemiologia

A principal via de transmissdo é a fecal-oral, os animais portadores eliminam as
micobactérias nas fezes, contaminando os alimentos e a agua que sdo posteriormente
ingeridos por animais suscetiveis, principalmente 0s mais jovens, nos quais a ingestao de
leite e colostro contaminado também sdo importantes modos de transmissdo (LARSEN et
al., 1975; RIEMANN; ABBAS, 1983).

A permanéncia de animais suscetiveis em locais sujos com fezes contendo o MAP e
0 contato destes com tetos, pasto e outros alimentos contaminados elevam o risco de
transmissdo do MAP em um rebanho (GOMES et al., 2002). Aproximadamente 1/3 dos
animais jovens expostos ao bacilo estdo cronicamente infectados, isso dependerd do
numero de bacilos ingeridos e dos mecanismos de defesa do hospedeiro (LILENBAUM et
al., 2007a).

A probabilidade da transmissdo intrauterina do MAP ¢é de menor importancia
epidemioldgica, mas pode ocorrer (ADASKA; WHITLOCK, 2012). Embora 0 MAP tenha
sido detectado no sémen e no aparelho reprodutor de touros, a transmissdo pelo sémen
ainda nao foi completamente elucidada, entretanto, € confirmado que touros infectados
podem eliminar o MAP no sémen (MUNSTER et al., 2012).

Alguns fatores de risco contribuem para a disseminacdo do agente nos rebanhos,
tais como, densidade populacional, manejo de pastagens, sistema de criagdo, estresse da
lactacdo, transporte, parto, deficiéncias minerais e nutricionais, assim como certos estados
imunossupressores causados pelo BVD, elevadas cargas parasitarias (MERKAL et al.,
1975), tamanho do rebanho (quanto menor o rebanho, menor a incidéncia da enfermidade),
idade (WOODBINE et al., 2009) e fornecimento de colostro in natura (NIELSEN et al.,

2008). O contato de bezerros com fezes de vacas adultas infectadas pelo MAP é
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considerado como o fator de risco mais importante na transmisséo do agente (DORE et al.,
2012).

Segundo modelo desenvolvido por Collins e Morgan (1991), algumas variaveis
foram determinadas para observar os fatores de risco associados ao curso da infec¢do nos
rebanhos das quais se destacam: tamanho do rebanho; taxa anual de nascimento dentro do
rebanho; taxa anual de reposi¢es dentro do rebanho; nimero de vacas infectadas no
momento zero; numero de reposi¢des de rebanhos comprado anualmente; risco de comprar
uma novilha infectada e nimero de contatos anuais efetivos entre vaca e bezerro.

Aparentemente ndo existe predisposicdo racial para a paratuberculose, porém em
comparacdo com vacas leiteiras criadas intensivamente, o gado de corte por geralmente
locomover-se livremente por grandes areas fica menos exposto a outros bovinos e suas

fezes, apresentando entdo, menor ocorréncia da doenga (LILENBAUM et al., 2007a).

3.4. Sinais Clinicos

Os sinais tipicos desta enfermidade nos bovinos sdo emagrecimento progressivo,
reducdo na producdo de leite e carne, diarreia cronica e refrataria a tratamentos diversos,
caquexia e morte (DARCOSO-FILHO et al., 1960, CHIODINI et al., 1984), além de
edema submandibular, alopecia (COELHO et al., 2009), e fertilidade diminuida
(SWEENEY, 1996).

A doenca evolui em trés etapas: na primeira, o animal esta infectado, contudo nédo
apresenta sinais clinicos nem elimina o microorganismo, pois nesta fase 0 MAP esta se
disseminando pelo organismo hospedeiro. Ap6s algum tempo, o agente se localiza no
intestino do animal, que ainda ndo apresenta sinais clinicos, mas que passa a eliminar o
bacilo nas fezes, progressivamente, a medida que aumenta a sua concentracdo na mucosa
intestinal e no Iumen. Nesta segunda fase, j& comeca a haver desequilibrio da mucosa
intestinal e o animal ndo consegue absorver nutrientes de forma efetiva. O terceiro estagio

clinico e excretorio caracterizam-se por diarreia cronica intratavel (COCITO et al., 1994).

3.5. Achados macroscopicos e microscopicos

As principais alteragcbes macroscopicas dos achados de necropsia da

paratuberculose séo o espessamento da parede do intestino delgado, principalmente nos 2/3
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finais, podendo concentrar todo o intestino, o aspecto reticulado ou em forma de pregas
transversais na serosa das alcas intestinais semelhantes a circunvolugdes cerebrais com
aspecto hemorragico, a hipertrofia de linfonodos e vasos mesentéricos, a mineralizacéo da
parede das artérias, calcificacdo da serosa do rimen (SANTOS; SILVA, 1956; RAMOS et
al., 1986; DRIEMEIER et al., 1999; MOTA et al., 2007; YAMASAKI et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2012), além de congestdo e edemaciacdo das valvulas ileo-cecais
(RODRIGUES et al., 2012).

A submucosa do trato intestinal, tanto cranial quanto caudalmente a regido
ileocecal, encontram-se infiltradas por macréfagos, células epitelidides e algumas células
gigantes que contém grande quantidade do MAP. Um aumento transversal permanente sob
a mucosa intestinal provocado por inflamacao granulomatosa dentro da lamina propria e da
submucosa é a lesdo macroscopica cléssica observada em bovinos (HIRSH; ZEE, 2003).

A microscopia pode-se verificar intensa infiltragdo de macréfagos associado a raras
células epitelidides e gigantes dos tipos Langerhans na lamina prépria, na submucosa e no
apice das vilosidades (RODRIGUES et al., 2012); na coloracdo de Ziehl-Neelsen
observam-se bacilos alcool-4cido-resistentes no citoplasma dessas células (MOTA et al.,
2007).

3.6. Diagndstico

O diagnostico da paratuberculose pode ser realizado por meio dos achados clinico-
epidemioldgicos; identificacdo do agente, achados de necropsia e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR); testes soroldgicos que incluem Fixacdo do complemento (FC), Ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) e Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) e por testes de
imunidade mediada por células, Gamma interferon e Hipersensibilidade do tipo tardia por
meio da tuberculinizagdo com PPD (derivado de proteina purificada) aviaria (OIE, 2008).

A cultura é o teste ouro padronizado pela OIE, apesar de suas limitagcdes logisticas
e de praticidade na deteccdo do MAP em rebanhos infectados (DOUARRE et al., 2010).
Entretanto, em funcdo da natureza fastidiosa do agente e de seu crescimento lento, o
cultivo fecal constitui um procedimento demorado e oneroso (BURGELT: GINN 2000).
Comumente sdo utilizados dois meios basicos para cultura em meio solido do MAP, o
meio Lowenstein-Jensen (LJ) e Herrold com gema de ovo (HEYM), ambos contendo
micobactina (NIELSEN et al., 2004).
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O exame direto de fezes ou de tecidos por meio do método de coloragéo de Ziehl-
Neelsen permite a visualizacdo dos bacilos, no entanto, a visualizacdo simples, ndo pode
diferenciar o MAP de outras micobactérias ambientais (COLLINS, 1996).

O teste diagndstico com base na sequéncia de DNA especifico do microorganismo
permite a identificacdo rapida e segura desses bacilos de crescimento lento. O PCR tem
sido utilizado para confirmar resultados de cultura positiva e para identificar o MAP nas
fezes, leite e tecidos, pela identificacdo do elemento de insercdo 1S900 (LILENBAUM et
al., 2007b). Em bubalinos o0 PCR mostrou-se mais sensivel que a cultura fecal, na detec¢do
subclinica da Doenca de Johne (MOTA et. al., 2010).

O ELISA indireto possui alta sensibilidade e especificidade e tem a capacidade de
identificar animais soropositivos ainda assintomaticos, facilitando o controle da infec¢édo
nos rebanhos (ROUSSEL et al., 2007, COSTA et al., 2010). A especificidade do ELISA
absorvido é proxima a 100% (DEHKORDI et al., 2009).

Embora o ELISA comercial seja amplamente utilizado para o diagnostico de
paratuberculose em varios paises, no Brasil e em outros paises em desenvolvimento, eles
ainda sdo considerados caros para sua utilizacdo rotineira, além disso, esses kits sdo
dificeis de conseguir devido as barreiras sanitarias de importacdo de produtos bioldgicos
(LILENBAUM et al., 2007a). Covarrubias et al., (2012) no México, padronizaram e
desenvolveram um ELISA com antigeno protoplasmatico de uma cepa 3065 de MAP,
obtido a partir de ovelhas, que demonstrou uma sensibilidade de 79,31% e especificidade
de 82,25%, se mostrando como uma nova alternativa de menor custo para o diagndstico da
paratuberculose em bovinos.

Estudos do perfil protedmico da parede celular do MAP, pode também vir a ser
uma nova estratégia de diagndstico da paratuberculose (HE; DeBUCK, 2010). Métodos
vidveis para a deteccdo rapida do MAP no leite vém sendo estudados, e demonstraram que
€ mais sensivel em se tratando de leite cru quando comparado ao método de cultura
convencional do leite para 0 MAP (BOTSARIS et al., 2010).

3.7. Tratamento e Profilaxia
Diversos antimicrobianos sdo eficazes frente ao MAP in vitro, entretanto nenhum

deles proporciona resultados eficientes no tratamento do animal doente. Isto pode ser

devido, ao menos em parte, a localizacéo intestinal das lesdes e a multiplicacdo intracelular
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do microorganismo. De todos os antimicrobianos testados a isoniazida, rifampicina e
gentamicina sdo os mais eficazes tanto in vitro como in vivo, porém nenhum destes elimina
totalmente o agente (COCITO et al., 1994).

Existem vacinas contra paratuberculose, porém contradigdes acerca de seu uso vém
sendo relatadas, devido a bacterina utilizada ser viva e atenuada, devendo ser aplicada
somente no primeiro més de vida, pois pode interferir posteriormente nos testes
imunolodgicos dos programas de erradicacdo, na eliminacdo dos animais identificados como
infectados, além de confundir a interpretacdo dos testes cutaneos para a tuberculose bovina
(OIE, 2008). Esta inespecificidade causada pela vacina impossibilitou seu uso no Brasil,
onde a ocorréncia de tuberculose bovina é relativamente alta e a notificacdo e abate é
obrigatério (LILENBAUM, 2000).

Mundialmente existem programas de controle da paratuberculose, embora ainda
ndo existam no Brasil, estes se baseiam em procedimentos de gestdo de rebanhos, tais
como limpeza das instalagdes com desinfetantes especificos e separacdo dos bezerros dos
adultos infectados (LILENBAUM et al., 2007b). A boa recepcdo de informacdes pelos
produtores acerca da enfermidade e prejuizos por ela causados, deve ser utilizada como
incentivo para a promocdo de uma mudanca de comportamento para melhoria na

implementacdo de medidas eficazes de controle nas propriedades (BENNETT et al., 2012).

3.8. Potencial Zoonotico

Ha alguns anos, discute-se sobre a provavel associacdo da paratuberculose animal
com a doenca de Crohn em humanos, implicando em possiveis riscos a salde da
populacéo, tendo em vista que 0 MAP é eliminado também pelo leite, e 0 consumo de leite
cru contaminado pode vir a ser um fator de risco & saide humana (HERMON-TAYLOR,
2001).

A doenga de Crohn (DC) é uma grave doenga inflamatoria do trato gastrintestinal,
que acomete predominantemente a parte inferior do intestino delgado (ileo) e intestino
grosso (colon), mas pode atingir qualquer area do trato gastrintestinal. Esta enfermidade
habitualmente causa diarreia, célica abdominal, febre, e as vezes, sangramento retal.
Também pode ocorrer perda de apetite e perda de peso consequentemente (ABCD, 2006).

O MAP foi relatado em pacientes com doenga de Crohn, colite ulcerativa e em

pacientes sem doencas inflamatdrias do intestino, no entanto, esferoplastos (formas de
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parede celular deficiente) do MAP sé foram encontrados em pacientes com doenga de
Crohn (MENDOZA et al., 2010).
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Aspectos epidemioldgicos da infec¢cao pelo Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis em rebanhos leiteiros da Microrregiao de
Garanhuns - Pernambuco, Brasil!

Luenda de Menezes e S3, José Wilton Pinheiro Janior.

ABSTRACT.- S34, L. M. & Pinheiro Junior |.W. 2012. [Epidemiological aspects of infection
with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in dairy herds of Microregion
Garanhuns -Pernambuco, Brazil] Aspectos epidemiolégicos da infeccdo pelo
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis em rebanhos leiteiros da Microrregido
Garanhuns - Pernambuco, Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, Av. Bom Pastor s/n, Boa
Vista, Garanhuns, PE 55296-901, Brazil. E-mail: jrwilton@uag.ufrpe.br.

The objective of this study conduct an epidemiological survey of MAP infection in
dairy cattle of the region of Garanhuns, Pernambuco, Brazil. For this study blood samples
were collected from 408 animals from 19 herds in 15 countries of the microrregion. All the
properties, an investigative questionnaire was applied to analysis of risk factors, and
coordinates collected via a GPS (Global Position System) device. The prevalence of MAP
infection was 2,7% (11/408, I.C. 1,4 - 4,9). The number of outbreaks was 47,4% (9/19). In
logistic regression analysis was identified as a risk factor the annual rate of births over 51
calves/year (OR 3.8, CI 1.1 - 13.1). Concluding that MAP infection is widespread among dairy
cattle in the microregion studied. And as for the control of infection should be considered a
risk factor evidenced in this study and protective factors, and in followed correctly can be
used as preventive measures to minimize the spread of the agent in cattle.

INDEX TERMS: Johne diseases, risk factor, MAP.

RESUMO.- Objetivou-se com esse trabalho realizar um inquérito epidemioldgico da infecgao
pelo MAP em bovinos leiteiros da microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. Para este
estudo foram coletadas amostras sanguineas de 408 animais, provenientes de 19 rebanhos
localizados em 15 municipios. O exame soroldgico foi realizado por Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) indireto para deteccdo de anticorpos frente ao Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. Em todas as propriedades, foi aplicado um questionario investigativo para
andlise dos fatores de risco, e as coordenadas geograficas coletadas através de um aparelho
de GPS (Global Position System) para realizagcdo da distribuicdo espacial. A prevaléncia da
infeccdao por MAP foi de 2,7% (11/408; 1.C. 1,4 - 4,9). O ntimero de focos foi 47,4% (9/19). Na
analise de regressao logistica foi identificado como fator de risco a taxa anual de nascimentos
superior a 51 bezerros/ano (OR 3,8; I.C. 1,1 - 13,1). Desta forma, conclui-se que a infeccdo
pelo MAP encontra-se presente nos rebanhos bovinos leiteiros da microrregido estudada e
que medidas de controle baseadas nos fatores de risco identificados devem ser
implementadas com o objetivo de reduzir o nimero de focos da infec¢ao.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Doenca de Johne, fatores de risco, MAP.
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INTRODUCAO

A paratuberculose é uma enfermidade caracterizada por enterite granulomatosa crénica que
acomete principalmente bovinos, ovinos, caprinos e ruminantes silvestres, sendo causada
pelo Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP), e se caracteriza por
apresentar uma longa fase sub clinica, ocasionando grandes perdas na producao (Bennett et
al. 2012). E um dos principais problemas para a satide dos ruminantes de todo mundo e causa
significativas perdas econOmicas para a industria de laticinios (Janagama et al. 2010). No
maior produtor de leite, EUA, essas perdas chegam a $200 milhdes de délares por ano (Cho et
al. 2012).

No Brasil relatos de paratuberculose em bovinos ocorreram no Rio de Janeiro
(Dupont 1915, Santos & Silva 1956, Darcoso-Filho et al. 1960, Silva & Pizelli 1961, Yamasaki
et al. 2010), Santa Catarina (Portugal et al. 1979), Rio Grande do Sul (Ramos et al. 1986,
Driemeier et al. 1999), Minas Gerais (Nakajima et al. 1991), Sdo Paulo (Laranja da Fonseca et
al. 1999), Paraiba (Dias et al. 2002, Mota et al. 2009, Oliveira et al. 2010, Medeiros et al.
2012), Goiads (Acypreste et al. 2005), Para (Silva 2005), Espirito Santo (Costa et al. 2010) e
Pernambuco (Mota et al. 2007).

Alguns fatores contribuem para a ocorréncia da doenca nos rebanhos, tais como,
sistema de criacdo, tamanho do rebanho, nivel de producdo, manejo do rebanho
(especialmente criagdo de animais jovens com adultos), estresse da lactagdo, transporte,
parto, deficiéncias minerais e nutricionais e elevadas cargas parasitarias (Merkal 1975,
Dufour et al. 2004). O contato direto de bezerros com fezes de vacas adultas infectadas pelo
MAP, foi considerado por Doré et al. (2012), como o fator de risco mais importante na
transmissao do agente aos bezerros.

Com a andlise epidemioldgica da infeccdo pelo MAP, espera-se subsidiar a elaboragao
de medidas profilaticas integradas, contribuindo significativamente para reducao das perdas
decorrentes da paratuberculose em bovinos leiteiros, visto que ha poucos dados da mesma.
Objetivou-se com esse trabalho relatar os aspectos epidemioldgicos da infeccdo por MAP em
bovinos leiteiros da microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

0 projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural
de Pernambuco com a licenca n? 014/2010.

Os animais foram procedentes de rebanhos leiteiros de 15 municipios da
Microrregido de Garanhuns, estado de Pernambuco. Foram analisados animais de 19
propriedades distribuidas nos municipios de Angelim (1), Bom Conselho (2), Caetés (1),
Calcados (1), Canhotinho (1), Correntes (1), Garanhuns (2), [ati (2), Jucati (1), Lagoa do Ouro
(1), Lajedo (1), Palmeirina (1), Saloa (2), Sdo Jodo (1) e Terezinha (1).

Para compor a amostra de estudo da prevaléncia admitiu-se uma prevaléncia
esperada de 50%, visto que ndo ha dados da ocorréncia da infeccdo na microrregiao
estudada. Essa propor¢ao maximizou o tamanho da amostra com intervalo de confianca de
95% e erro estatistico de 5% (Astudillo 1979). Esse parametro forneceu um tamanho de
amostra (n) de 385 animais (Thrusfield 2004). Para o calculo das amostras por propriedade
utilizou-se o programa computacional WinEpiscope 2.0, utilizando-se os pariametros de
amostragem supracitados. Como margem de seguranc¢a foram coletadas 408 amostras de
bovinos de racas variadas, acima de dois anos de idade, com aptidao leiteira e submetidos a
diferentes sistemas de manejo.

Antes de cada coleta foi aplicado em cada um dos rebanhos visitados, um questionario
investigativo, padronizado, contendo questdes sobre o manejo higiénico-sanitario do
rebanho, além de anotacdes individuais por animal quando necessario.

0 exame sorolodgico foi realizado de acordo com o protocolo preconizado pelo Kit para
deteccdo de anticorpos frente ao MAP (Pourquier ® ELISA - IDEXX). Para o calculo dos
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resultados, as reacoes consideradas validas foram a média do controle positivo (CPx), quando
este apresentou um valor minimo médio de OD450 de 0,350 e quando o coeficiente entre a
média do CPx e o controle negativo (CN A450) foi igual ou superior a 3,00. As amostras com
percentagens M/P inferior a 60% foram consideradas negativas, amostras com resultado
superior a 60% e menos que 70% inconclusivas e maiores ou iguais a 70%, positivas a
presenca de anticorpos frente ao MAP.

Foi utilizada a analise estatistica descritiva para o calculo das frequéncias relativa e
absoluta dos resultados obtidos no teste soroldgico. Para identificar os fatores de risco
associados a infeccao, foi realizada uma andlise univariada das variaveis de interesse através
do teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario. Posteriormente foi
feita uma analise de regressdo logistica, considerando como varidvel dependente o exame
soroldgico (positivo ou negativo). O programa EPI INFO™, versdo 7.1.0.6., foi utilizado para a
execucdo dos calculos estatisticos.

Para elaboracdo dos mapas de distribuicdo geografica das propriedades (positivas e
negativas) foram coletadas coordenadas na projecdo Universal Transversal Mercator (UTM)
em cada propriedade visitada com o auxilio de um equipamento GPS (Global Position System).
Os dados georreferenciados foram lancados nos aplicativos TerraView para o mapeamento
cartografico.

RESULTADOS

A prevaléncia da infec¢do por MAP foi 2,7% (11/408; I.C. 1,4 - 4,9). O niimero de focos foi
47,4% (9/19), e pertenciam aos municipios de Caetés (1), Saloa (1), Garanhuns (2), Lajedo
(1), Canhotinho (1), Palmeirina (1) e Bom Conselho (2). Dos nove focos (Fig 1), o que
apresentou maior prevaléncia foi Bom Conselho com animais positivos nas duas
propriedades visitadas (5,0% e 11,7%), seguido por Saloa (10,0%), Caetés e Palmeirina
(6,6%).

Na andlise univariada dos fatores de risco observou-se associacdo significativa para a
taxa anual de nascimentos (p=0,0390). Outras variaveis analisadas, porém, sem associacao
significativa ao nivel 5%, foram: sistema de criagdo (p=0,8812), fonte hidrica (p=0,7238), tipo
de ordenha (p=0,3251), limpeza das instalagdes (p=0,7082), presenca de bezerro ao pé
(p=0,7666), animais para reposi¢do provenientes da propriedade (p=0,8722), quarentena
(p=0,6030), manejo reprodutivo (p=0,6367), desinfeccdo dos instrumentos de rotina
(p=0,8888), rotacdo de pastagens (p=0,4199), suplementacao alimentar (p=0,4521),
esterqueira (p=0,1957), comedouros comuns para jovens e adultos (p=0,2480),
contaminacdo dos alimentos com fezes (p=0,1364), limpeza do Ubere antes do fornecimento
do colostro (p= 0,8623), contato dos bezerros com fezes de adultos (p=0,8413) e piquete
maternidade (p=0,5260).

O resultado da analise de regressao logistica dos fatores de risco associados ao MAP,
confirmou como fator de risco com associacdo positiva, a taxa anual de nascimentos superior
a 51 bezerros por ano (OR 3,8; IC 1,1 - 13,1).

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo da infec¢do por MAP na microrregido estudada. A prevaléncia da
infeccdo por MAP em rebanhos bovinos leiteiros da microrregido de Garanhuns (2,7%) se
mostrou inferior a alguns estudos realizados em outras regides brasileiras, como Sao Paulo
com 37,9% (Laranja da Fonseca et al. 1999), Pernambuco, 32,3% (Mota et al. 2007), Rio de
Janeiro com 40% (Yamasaki et al. 2010) e Espirito Santo 11,4% (Costa et al. 2010). Estudos
recentes realizados em outros paises estimaram prevaléncias semelhantes, como Eslovénia
com 3,9% (Ktsar et al. 2011), Polénia 6,3% (Szteyn & Wiszniewska-Laszczych 2011) e Iran
com prevaléncias variando de 4,2% a 7,7% (Sadati et al. 2012).
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A diferenca dos resultados deste estudo em relagdo ao registrado nos demais estados
brasileiros pode ser devido ao método de diagnéstico, protocolo e fabricante dos diferentes
kits ELISA, ao tipo de delineamento amostral, ou ao tipo de manejo sanitario adotado nos
diferentes rebanhos. Silva (2005) ao realizar um estudo, no estado do Para, com um kit ELISA
da Suécia, com ponto de corte inferior ao deste trabalho encontrou resultado superior
(35,4%). Yamasaki et al. (2010) e Mota et al. (2007) trabalharam com propriedades com
suspeita clinica ou histérico da enfermidade, o que pode ter contribuido para as elevadas
prevaléncias registradas.

Mesmo com a baixa prevaléncia, o nimero de focos (47,4%) foi elevado (Fig.1), como
em trabalho apresentado por Acypreste et al. (2005) que encontraram 100,0% de focos em
Goiania, Brasil. O elevado numero de focos pode estar relacionado a reposicio de animais
sem o devido controle sanitario, pois observou - se que 100,0% das propriedades realizavam
reposicdo de até 50 animais/ano sendo 88,8% destes provenientes do préprio rebanho. Desta
forma, acredita-se que a nao identificacdo de animais positivos pode contribuir para este
quadro, uma vez que o animal, na maioria dos casos, se infecta quando bezerro e permanece
dentro do rebanho eliminando o agente e contaminando o ambiente, sendo considerado
como portador inaparente. A infec¢do dos bezerros portadores inaparentes pode ser um fator
para a manutencdo do agente no rebanho (Sweeney et al. 2006).

Observou-se, também, em 88,8% das propriedades consideradas como foco, que a
agua fornecida era parada (agudes e/ou barreiros), o que pode contribuir para o elevado
numero de focos, uma vez que o MAP pode permanecer viavel no solo, nas fezes e na agua por
longos periodos, e essa dgua pode servir como fonte de transmissdo para os animais do
rebanho e rebanhos vizinhos que porventura utilizem essa dgua para consumo dos animais.

Em relacdo ao manejo de criagdo observaram-se animais positivos nos trés tipos de
criacdo (extensivo, intensivo e semi-intensivo), ndo havendo, porém, associacdo significativa.
A presenca da infeccio nestes trés tipos de criacdo indica que independente do sistema, casos
de infeccio por MAP podem acontecer, portanto a ocorréncia estd mais relacionada ao
manejo higiénico sanitario inadequado, ndo realizacdo de quarentena e exame sorolégicos ao
adquirir e introduzir animais nas propriedades. Mundialmente existem programas de
controle da paratuberculose, embora ainda ndo existam no Brasil, estes se baseiam em
procedimentos de gestdo de rebanhos, tais como limpeza das instalagdes com desinfetantes
especificos (formol 5%, cresol, fenol e hipoclorito de sédio), e na separacdo dos bezerros dos
bovinos adultos infectados (Lilenbaum et al. 2007).

Na anadlise de regressdo logistica identificou-se como fator de risco associado a
infeccdo por MAP, a taxa anual de nascimentos superior a 51 bezerros por ano, que
apresentou 3,8 vezes mais chances de infeccdo, quando comparados a rebanhos com taxas
menores de nascimento. Este fato pode estar relacionado ao tamanho do rebanho, pois em
rebanhos maiores ha auséncia de piquete maternidade e os bezerros menores de seis
semanas tinham contato direto com fezes de animais adultos infectados e isto pode contribuir
para a disseminagdo do agente, visto que a transmissdao do MAP ocorre principalmente em
pastos contaminados ou uberes sujos com fezes contaminadas. Associado a este fato, o
tamanho e a densidade populacional podem contribuir para um maior nimero de casos
(Dufour et al. 2004). Esse fator de risco também foi identificado por Collins e Morgan (1991)
que desenvolveram um modelo de infeccdo, onde discorreram sobre alguns fatores de risco
que podem ser avaliados para o acompanhamento do curso da infeccdo em um rebanho,
como o tamanho do rebanho, a taxa anual de nascimentos dentro do rebanho, taxa anual de
reposicdo dentro do rebanho, vacas infectadas, compra de novilhas infectadas e o contato
efetivo entre vacas e bezerros. Teoria também confirmada por Hirst et al. (2004), que
destacaram a taxa anual de nascimentos e reposicio como importantes fatores de risco
associados a infeccgao.

O contato dos adultos e principalmente dos bezerros com pastagens contaminadas,
aumentam a suscetibilidade destes perante a infeccdo pelo MAP, ja que um dos fatores de
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risco mais importantes na transmissao do agente é o contato de bezerros com fezes de
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animais adultos infectados (Dore et al. 2012). A infeccdo pela via oral dos animais que fazem
uso de pastagens adubadas naturalmente com esterco contaminado, ou que ingerem o leite
de vacas que tenham uberes sujos com fezes dos currais e pastos, foram associados
significativamente com o estado da infec¢do no rebanho, e relatados por Riemann & Abbas
(1983), Collins e Morgan (1991), Ansari-Lari et al.(2009) e Twari et al. (2009).

Outros fatores que indicaram uma tendéncia associada a infeccdo pelo MAP, embora
sem associag¢do significativa, foram a nao realizacdo de quarentena ao comprar animais para
reposicdo (OR 1,7; p=0,6067), ordenha manual (OR 1,8; p=0,3315), presenca de bezerro ao pé
(OR 1,2; p=0,7670) e a falta de higienizacdo das instalacdes (OR 1,4; p=0,7098). Desta forma,
sugere-se que ao adquirir animais e introduzi-los nos rebanhos os proprietarios devem
realizar uma quarentena com o intuito de impedir a introducdo de animais infectados pelo
MAP, assim como a de outros agentes infecciosos, tudo isso, deve ser associado ao correto
manejo higiénico-sanitario das instalacées e a rigorosa manutencdo dos equipamentos de
ordenha. Esses fatores ja haviam sido confirmados anteriormente como fatores de risco em
estudo realizado por Ferreira (2004), Goodger et al. (1996) e Tavornpanich et al. (2008), que
concluiram também que a ordenha deve ser feita da forma mais higiénica e menos demorada
possivel e que pela implantacdo de melhoria nas praticas de manejo higiénico sanitario dos
rebanhos, a prevaléncia da infeccao pelo MAP pode ser diminuida.

A distribuicio de informacGes e/ou orientacdo aos produtores sobre a enfermidade e
prejuizos por ela causados, deve ser utilizada como incentivo para a promog¢do de uma
mudanca de comportamento para melhoria na implementacdo de medidas eficazes de
controle nas propriedades (Bennett et al. 2012).

CONCLUSAO

Concluiu-se que a infeccdo pelo MAP ocorre nos rebanhos bovinos leiteiros da microrregiao
de Garanhuns, Pernambuco, Brasil, o que indica a necessidade da implantacdo de medidas
sanitarias de controle e campanhas de promocdo em sauide para que a enfermidade ndo atinja
maiores prevaléncias, diminuindo assim o nimero de focos nesta regido que representa uma
das principais bacias leiteiras do estado.
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Legendas

\

Fig.1. Municipios estudados, prevaléncias e distribuicdo geografica das propriedades
negativas e positivas frente a infeccao pelo MAP, na Microrregidao Garanhuns,

Pernambuco, Brasil, 2012
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6. APENDICE

Figura 2. Vista aérea de todas as propriedades visitadas obtidas através das
coordenadas geograficas (enfoque para aguadas coletivas na maioria delas).
Microrregidao Garanhuns, Pernambuco — Brasil, 2012
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7. ANEXOS

7.1. Instrucdes aos autores
(REVISTA PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA)

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

Para abreviar sua tramitacao e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser submetidos
conforme as normas de apresentacdo da revista (www.pvb.com.br) e 0 modelo em Word
(PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de apresentacao, seréo devolvidos
aos autores para a devida adequacdo. Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short
communications) sob forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de
paginas do trabalho enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre 0s
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 modificacGes aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos
submetidos sdo aceitos através da aprovacao pelos pares (peer review).
NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista (impressa e online) e
distribuicéo via correio é cobrada taxa de publicacdo (page charge) no valor de R$ 120,00
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 combinacio destes dois Gltimos), Agradecimentos e
REFERENCIAS:
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a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetdo do trabalho; pormenores de
identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar 0os nomes, tanto para facilitar sua
identificacdo cientifica, como para as citacdes bibliograficas. Em muitos casos isto
significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os demais sobrenomes:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.; Franklin
Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet- Correa F.; Silvana Maria
Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva S.M.M.S., ou
Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto, Silvana M.
Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna
indexacdo, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) 0 ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do RESUMO em
portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser seguidos de
“INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAO?”, respectivamente;

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

e) a INTRODUGCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a mesma
assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do trabalho;

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

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos. Quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias
de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados complexos por gréaficos
(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
obrigagdo 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;
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k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabeticamente pelo
sobrenome do primeiro autor, registrando- se 0s nomes de todos os autores, em caixa alta e
baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica quando houver mais de dois
autores), o titulo de cada publicacédo e, abreviado ou por extenso (se tiver davida), 0 nome
da revista ou obra, usando as instrugdes do “Style Manual for Biological Journals”
(American Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and
Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracdo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas: a) 0S
trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacdo de fasciculos
recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugdes aos Autores”
(www.pvb.com.br). A digitalizagdo 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 apés as REFERENCIAS).

As Figuras (inclusive gréaficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do
texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta
“Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informagdes do programa
onde foram geradas, resultando, sempre, em méa qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
arabicos colocados em sobrescrito ap0s a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numeracao seré continua por todo o trabalho; as notas serdo lancadas 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 nUmeros e, sempre
que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos
corridamente em um so paragrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliograficas.

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

d) siglas e abreviagbes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no

trabalho, seréo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;
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e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor ¢ ano”; trabalhos de até trés
autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses elementos,
a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras minusculas 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 0 ano.)”; a
referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez. A mencéo de
comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com citagdo de
Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Institui¢do de
origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara
virgula entre 0 nome do autor e 0 ano, nem ponto- e-virgula ap6s cada ano; a separacao
entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por virgulas, exememplo: (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 decaixa alta, com 0s
nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padrdo adotado nos
ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenagdo de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como obtidos
(sem tratamento ou alteragcfes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, 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 0 nome
do autor; havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela
palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas sera incluida
preferentemente, na area da Figura; evitarse- a o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias
deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos (“slides™). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverdo ser
colocados em envelope. Na versdo online, fotos e gréaficos poderdo ser publicados em
cores; na versdo impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das

figuras poderéa ser em cores.
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4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com independéncia do
texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deveréo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um terd seu titulo completo e sera caracterizado por dois tragos longos, um
acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos podera haver outros
mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tracos verticais. Os sinais de chamada
serdo alfabéticos, recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo
lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a

esquerda.
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RESUMO DO PROJETO

O aparecimento de enfermidades nos rebanhos bovinos, além de prejuizos econdmicos e de agravos a
saude piblica, determinam problemas sociais por duvidas no mecanismo de transmissdo e suas
conseqiiéncias. Pequenos e médios produtores perdem animais de seus rebanhos, fonte de renda, o que
gera complicagdes como desemprego e a migragdo descontrolada para os grandes centros e, dependendo
da enfermidade, embargos econdmicos ao pais. Objetiva-se com este projeto diagnosticar e realizar estudo
epidemiologico sobre a paratuberculose em bovinos leiteiros em propriedades rurais da Microrregido
Garanhuns do estado de Pernambuco.Os animais serfio procedentes de rebanhos localizados nos
municipios de Angelim, Bom Conselho, Brejdo, Caetés, Calgado, Canhotinho, Correntes, Garanhuns, Iati,
Jucati, Jupi, Jurema, Lagoa do Ouro, Lajedo, Palmerina, Paranatama, Salod, Sao Jodo e Teresinha. Para
compor a amostra do estudo da prevaléncia serd considerado um total de 336.221 cabegas (IBGE, 2007) e
uma prevaléncia esperada de 50%, visto que ndo hd dados sobre a ocorréncia desta infec¢do na
microrregido Garanhuns do estado de Pernambuco. Essa propor¢do maximizard o tamanho da amostra,
garantindo a confianca minima de 95% e erro estatistico de 5%. Este pardmetro fornece um tamanho da
amostra (n) a ser examinado de 385 bovinos leiteiros. Serdo obtidas amostras de soro sanguineo e fezes
para realizagio de exame sorolégico e microbiolégico associado a Reagdo em Cadeia da Polimerase,
respectivamente. A proposta apresentada neste projeto fundamenta-se na necessidade de conhecimento da
situacéio da enfermidade na microrregifio Garanhuns do estado de Pernambuco, visto que néo ha dados da
mesma, e sua participaciio direta ou indireta na queda de produtividade nos rebanhos bovinos. O estudo de
andlise de risco possibilitara caracterizar a presenca do agente, avaliar os fatores para sua difusdo
ambiental e estimar o risco de exposicio de pessoas e animais, até mesmo de outras espécies susceptiveis,
a enfermidade, além de subsidiar a elaboragdo de medidas profilaticas integradas, que contribuirdo
significativamente para redugfio nas possiveis perdas decorrentes da paratuberculose em bovinos leiteiros.

ot CEUA- UFRPE
= Aprovadoem
i3]10]2010
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5. JUSTIFICATIVA PARA A REALIZAGAO DO PROJETO (DESTACAR A RELEVANCIA DO PROJETO E CONTRIBUICAO PARA
0 AVANCO DO CONHECIMENTO ATUAL E/OU POTENCIAIS BENEFICIOS PARA A ESPECIE SOB ESTUDO E/OU ESPECIE
HUMANA,

O projeto de pesquisa ¢ inédito na regiio em estudo ¢ serd executado por profissionais E
qualificados na drea. A partir das informagdes obtidas espera-se determinar a real participacio do agente ‘\
nos rebanhos analisados, assim como obter informacdes epidemiologicas que deverdo nortear as
principais medidas sanitérias ¢ de biosseguranga que devem SCr implementadas nas propriedades da
regido, e poderdo ser extrapoladas para propriedades de bovinos leiteiros em todo o Estado. Outro ponto
a ser destacado & a publicagdo dos resultados analisados em periodicos nacionais e internacionais com
fator de impacto elevado fornecendo subsidios para outros pesquisadores nacionais e médicos
veterinarios relacionados com a saude e produgo animal ressaltando a importancia da enfermidade. Do
ponto de vista social espera-se com este projeto reduzir as perdas econdmicas na bovinocultura de leite
ocasionada pela enfermidade, o que aumentard a produtividade para o produtor rural, além de contribuir
de forma decisiva para melhoria da condicdo social para os atores envolvidos diretamente nesta cadeia
produtiva, estimulando a forma correta de como lidar com esta enfermidade, para que a mesma ndo
ocasione graves perdas econdmicas e riscos a Saude Publica. Outro ponto a ser destacado ¢ a captacéo de
novos recursos € investimentos para pesquisa na cadeia produtiva da bovinocultura de leite, setor este

que é uma das principais fontes de renda da microrregido em estudo.

e CEUA-UFRPE
=== pprovado eMm

g Validade
P 43 1012800
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6. INFORMAGOES SOBRE O (S) ANIMAL (IS) SUJEITO A EXPERIMENTACAO

50

ESPECIE/NOME VULGAR .
Bovina

IDADE Acima de dois anos de idade

5556 Fémea

SRR Propriedades de bovinos leiteiros da microrregido Garanhnus

Em caso de animal silvestre, anexar comprovante de licenca do IBAMA. especificando método de captura, manipulagdo e soltura.

Para as espécies domésticas, de producdo ou companhia, anexar modelo de carta de consentimento do proprietario.

7. INFORMAGOES SOBRE O DELINEAMENTO ESTATISTICO

TIPO DE DELINEAMENTO

Para compor a amostra do estudo da prevaléncia serd
considerado um total de 336.221 cabecas (IBGE, 2007) e uma
prevaléncia esperada de 50%, visto que ndo ha dados sobre a
ocorréncia desta infecgdo na microrregido Garanhuns do estado de
Pernambuco. Essa propor¢do maximizara o tamanho da amostra,
garantindo a confianga minima de 95% e erro estatistico de 5%.

NUMERO DE ANIMAIS

POR GRUPO TOTAL

O tamanho da amostra (n) a ser examinado de 385 bovinos
leiteiros. O numero de animais avaliados em cada rebanho serd

calculado pela formula:

n=——mup—

. 1+ (@+N)

Onde: n = nimero éoarmmmms—asorem testados no rebanho
N = numero estimado de animais em cada rebanho

Fonte: (ASTUDILLO, 1979).

8. INFORMAGOES SOBRE MANEJO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

TIPO E TAMANHO DA INSTALACA : « .
Ie TAMANHO ALAGRO (GAIOLA, BAIA, TANQUE, | \15 oo anlica
DENSIDADE POPULACIONAL POR AREAVOLUME Nio se aplica
CLIMATIZAGAO (CASO SE APLIQUE) Nio se aplica e urRRE
RENOVAGAO DO AR/AGUA (CASO SE APLIQUE) Nio se aplica @ LEUAR-UFRTE
| Aprovaao e
15170 2010
Validade
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ALIMENTACAO (TIPO, QUANTIDADE E FREQUENCIA)

Nio se aplica

AGUA (QUANTIDADE E FREQUENCIA)

Nio se aplica

HIGIENIZAGAO (TECNICA E FREQUENCIA)

Nio se aplica

COLETA E DESTINO DOS RESIDUOS SOLIDOS E LIQUIDOS

Nio se aplica

OUTRAS INFORMAGCOES

Nio se aplica

51
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9. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL (PREENCHER UM QUADRO PARA CADA TIPO)

NOME DO PROCEDIMENTO

Coleta de amostras fecais e sanguineas

REQUER INDUGAO DE PATOLOGIA OU LESAO?

Nio se aplica

GRAU DE SEVERIDADE'

Nio se aplica

PROVOCA, INTENCIONALMENTE, ESTRESSE NO (S) ANIMAL (IS)?

Néo se aplica

PROVOCA, INTENCIONALMENTE, DOR NO (S) ANIMAL (IS)?

Nzo se aplica

O (S) ANIMAL (IS) SERA (AO) IMOBILIZADO (S)? ESPECIFICAR
(TIPO E TECNICA)

Nio se aplica

SERA REALIZADO PROCEDIMENTO CIRURGICO? ESPECIFICAR
(TIPO, TECNICA E FREQUENCIA).

Néo se aplica

USARA SEDACAO/ANALGESIA/ANESTESIA?
(DROGA, DOSAGEM, VIA E FREQUENCIA)

ESPECIFICAR

Nio se aplica

QUAL O LOCAL ONDE SERA REALIZADO O PROCEDIMENTO
CIRURGICO?

Nio se aplica

INDIQUE O MEDICO VETERINARIO RESPONSAVEL®, INCLUSIVE
CRMV, CASO SE APLIQUE

Néo se aplica

USARA PROTOCOLO DE PREVENCAO DE DOR NO POS-

Nio se aplica

ESPECIFICAR (TIPO, METODO DE COLHEITA, QUANTIDADE E
FREQUENCIA)

. CEUA-UFRPE
<} Aprovadoem

CIRURGICO? ESPECIFICAR (DROGA, DOSAGEM, VIA E
FREQUENCIA) SR :
AOMINSTRAGAG DE _SUBSTARCIA? ESPECIFIGAR  (ripo, | [\20 S¢ aplica
DOSAGEM, VIA E FREQUENCIA)
Soro sanguineo
Serfio obtidos através de venopungéo da
jugular, aproximadamente 10mL de sangue,
para os exames soroldgicos, sendo armazenados
em tubos de ensaio, identificados e
encaminhados ao Laboratério de Pesquisa da
Unidade Académica de Garanhuns (CENLAG)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Fezes
As amostras serfo coletadas diretamente
do reto, em sacos plasticos apropriados,
individualmente de cada animal do rebanho,
) i onde posteriormente serdo agrupadas obtendo-
SERA REALIZADA EXTRACAO DE  FLUIDOSTTECIDOS? | s¢ ym “pool” de amostras de fezes de cada

propriedade. As mesmas serdo posteriormente
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel, refrigeradas a 4 C e
encaminhadas para analise microbiologica no
Laboratério de Pesquisa da Unidade Académica
de Garanhuns (CENLAG) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco.

Fragmento de érgios

Os animais considerados positivos no
isolamento bacteriano cujo proprietario permita
a eutandsia serfio necropsiados para obtencéo de
fragmentos de intestino delgado, intestino
grosso, linfonodos mesentéricos, figado, bago,
rim, pulm&o.

SERA REALIZADA EUTANASIAABATE® DURANTE o}
EXPERIMENTO? ESPECIFICAR (NUMERO DE ANIMAIS, TECNICA,
DROGA, DOSAGEM, ETC)

Os animais considerados positivos no
isolamento bacteriano cujo proprietario permita
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a eutanasia serdo necropsiados. O protocola
serd: Maleato de acepromazina na dose de
0,1mg/kg para tranqiilizar o animal;

Como anestésico geral sera utilizado Eter
gliceril guaicol (EGG) a 10% em soro isotdnico
associado ao tiopental sodico.

EGG - 100 mg/Kg; Tiopental sodico 10 mg/Kg.

Cloreto de Potéssio 19,1% na dose de
0,8mL/Kg 9

Para classificago considerar o Guia de Preenchimento do protocolo CEUA-Fiocruz ,disponivel no link CEUA-UFRPE

?De acordo com a Lei 5.517 de 23 de outubro de 1968, Art. 5°, alinea “a”.

*Em caso de inoculo infeccioso, indicar a classe de risco

*Considerar a Resolugdo n° 714 de junho de 2002 do CFMV (atualizada em 2008).

SConsiderar técnica recomendada pela legislagdo vigente, de acordo com a espécie (MAPA Instrugdo Normativa N° 3, de 17 de

janeiro de 2000)

10. JUSTIFICATIVA PARA O ENVOLVIMENTO DE ESTRESSE E/OU DOR INTENCIONAL NO (S) ANIMAL (IS) EXPERIMENTAL
(1S) - CASO SE APLIQUE

Nio se aplica
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11. INFORMAGOES SOBRE 0 DESTINO DO (S) ANIMAL (IS) VIVO (S) OU MORTO (S), APGS O TERMINO DO EXPERIMENTO"

54

Os animais que forem eutanasiados serdo enterrados na propriedade, para tal procedimento serd
aberta uma vala no solo, colocando uma camada de cal de 10 cm, onde o animal morto seré depositado.
O mesmo seré coberto com camada de cal, e em seguida serd acrescentado inicialmente, terra que esteve
em contato com o animal, e posteriormente, serd realizado o fechamento, com a terra que foi retirada ao
se abrir 4 vala. Por tltimo, sera adicionada nova camada de cal, na superficie do solo.

TInclusive reutilizagdo do (s) animal (is). Neste caso, justificar.

12. INFORMAGOES SOBRE AS CONDIGOES DE BIOSSEGURIDADE E IMPACTO AMBIENTAL OFERECIDOS PELO
EXPERIMENTO - CASO SE APLIQUE

Néo se aplica

13. TERMO DE RESPONSABILIDADE:

Certifico que este projeto ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe responsével/colaboradora é
treinada para executar os procedimentos descritos nesse protocolo, estando todos cientes dos Principios Eticos na Experimentagéo
Animal constantes na legislagZo vigente e no Regimento Interno da CEUA-UFRPE e concordo plenamente com as suas exigéncias
durante a execucdo desse experimento.

NOME: José Wilton Pinheiro Junior

DATA: 13/10/2010

ASSINATURA: /f’z M %

ASSINATURA DO MEDICO VETERINARIO RESPONSAVEL (CASO SE APLIQUE) /ﬁ/ V/ % //é\
CRMV: fp) ¥ - SPE
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