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RESUMO

SOUZA, Marina de Castro Campos de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Junho de 2015. Caprinocultura leiteira comercial na regidao da Zona da
Mata de Minas Gerais: organizagdao da produgdo e ocorréncia de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). Orientadora: Maria
Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Paula Dias Bevilacqua, Luis
Augusto Nero e Marcelo Teixeira Rodrigues

A participagdo da caprinocultura leiteira no cenario agropecuario brasileiro tem
aumentado e vem se consolidando como rentavel. Minas Gerais é o principal
produtor de leite de cabra na regido Sudeste e o terceiro principal estado do
pais nessa atividade. A paratuberculose € uma enfermidade intestinal crénica,
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), que
acomete principalmente ruminantes e € transmitida pela ingestdo de alimentos
ou agua contaminados por fezes de animais acometidos. O objetivo do trabalho
foi identificar e caracterizar Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em
fazendas de caprinos leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais. Foram
estudadas dez propriedades, caracterizadas através da aplicacdo de um
questionario com a pessoa responsavel pelo manejo. Foram coletadas
amostras de fezes e de leite dos 467 animais amostrados, que foram
inoculadas em meio HEYM. As amostras de leite e as colénias suspeitas foram
submetidas a PCR e aquelas consideradas positivas foram sequenciadas.
Onze (2,36%) animais foram considerados positivos para a presenga de Map,
em quatro (40%) propriedades. Através das técnicas utilizadas, concluiu-se que
Map esta presente nas propriedades de caprinos leiteiros da Zona da Mata de
Minas Gerais. Com esse estudo, foi possivel analisar e caracterizar os
diferentes modos de producao de leite de cabra empregados na Zona da Mata.
Os produtores tém relativa instru¢do, mas ainda convivem com a baixa
produtividade e o baixo rendimento da producido, o que leva a maioria a
necessitar de outras fontes de renda. O incentivo governamental exerce papel
fundamental na mudanga do cenario atual da caprinocultura leiteira dessa
mesorregiao e, levando a estruturagcao da cadeia produtiva, alcanga melhores

resultados de produgéo e geragcao de emprego e renda no meio rural.



ABSTRACT

SOUZA, Marina de Castro Campos de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
June, 2015. Commercial dairy goat in the Zona da Mata region of Minas
Gerais : organization of production and the occurrence of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map). Adviser: Maria Aparecida Scatamburlo
Moreira. Co-advisers: Paula Dias Bevilacqua, Luis Augusto Nero and Marcelo
Teixeira Rodrigues.

The participation of dairy goat in the Brazilian agricultural scenario has
increased and has consolidated as profitable. Minas Gerais is the main
producer of goat's milk in the Southeast and the third largest state in the country
in this activity. The paratuberculosis is a chronic intestinal illness caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), which mainly affects
ruminants and is transmitted by ingesting food or water contaminated by feces
of affected animals. The objective was to identify and characterize
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in dairy goat farms in the Zona
da Mata of Minas Gerais. Ten properties were studied, characterized by
applying a questionnaire to the person responsible for the handling. Samples of
feces and milk were collected of 467 animals studied, and inoculated in HEYM
medium. Samples of milk and suspected colonies were submitted to PCR, and
the samples considered positive were sequenced. Eleven (2.36%) animals were
considered positive for the presence of Map, in four (40%) properties. Through
the techniques used, it was concluded that Map is present in dairy goats
properties of Zona da Mata of Minas Gerais. With this study, we analyzed and
characterized different types of goat production used in the Zona da Mata.
Producers have relative education, but still living with low productivity and low
income of their production, which leads most in need of other sources of
income. The government incentive plays a fundamental role in changing the
current scenario of dairy goat at this region and, leading to the structuring of the
production chain, achieves better results of production and generation of

employment and income in rural areas.
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1. Introducao

A participagdo da caprinocultura leiteira no cenario agropecuario
brasileiro tem aumentado e vem se consolidando como rentavel, tendo como
vantagem nao requerer muitos investimentos ou grandes areas para seu
desenvolvimento (Silva et al., 2012). No Brasil, a caprinocultura é uma
atividade predominantemente de pequenos e médios produtores e que pode
ser estimulada em todos os municipios, levando-se em consideragdo as
aptiddes naturais inerentes a cada regiao (Embrapa, 2011). Minas Gerais € o
principal produtor de leite de cabra na regido Sudeste e o terceiro principal
estado do pais nessa atividade, sendo responsavel por aproximadamente 8%
do leite de cabra produzido no Brasil (IBGE, 2013).

A paratuberculose ou doenga de Johne é uma enfermidade intestinal
granulomatosa croénica, causada pela bactéria Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map), que acomete principalmente ruminantes (Chiodini et
al., 1984; Clarke, 1997; Ayele et al., 2005; Mota et al., 2010). A ingestao de
alimentos ou agua contaminados por fezes de animais acometidos € a principal
forma de transmissao (Radostits et al., 2002). Apresenta periodo de incubagao
prolongado e os sinais clinicos sdo as manifestagbes terminais da infeccao,
que se desenvolvem na minoria dos animais infectados, variando de acordo
com o estagio da infeccdo (Kennedy & Benedictus, 2001). Em pequenos
ruminantes, a principal manifestagdo € o emagrecimento progressivo, sendo
que a diarreia raramente é observada ou ndo é severa (Stehman & Shulaw,
1996; Oliveira et al., 2010). As perdas econOmicas variam consideravelmente
de acordo com o pais. No Brasil, ainda ndo se tém dados quantificando as
reais perdas produtivas de rebanhos acometidos pela paratuberculose.

Foram desenvolvidos diversos testes de PCR para identificar Map
utilizando como sequéncia-alvo a IS900, mas as cepas S (sheep) e C (cattle)
apresentam resultados idénticos nesses testes. A capacidade de diferenciar as
cepas pode ser grande beneficio para programas de controle e erradicacao da
paratuberculose onde a criagdo mista de espécies é praticada (Marsh et al.,
1999). As técnicas adequadas para o diagnostico da doenga nos rebanhos

tornam-se ainda mais importantes quando se tém relatos da possivel infecgao



de Map em humanos, suspeitando-se de estar relacionada com a doencga de
Crohn (Crohn et al., 1932).

A paratuberculose, principalmente em pequenos ruminantes, ainda é
pouco estudada, o que determina uma desvantagem econdmica e comercial
aos produtores brasileiros. Sua contribuicdo para os impactos econdmicos e a
possivel correlagdo com a doenga de Crohn instigam o aprimoramento e o
desenvolvimento de técnicas mais rapidas para o diagnoéstico nos rebanhos
brasileiros (Schwarz et al., 2012).

Considerando que a criagcdo de caprinos apresenta-se como uma
alternativa econbémica viavel no espago rural (Embrapa, 2011), estudar,
conhecer e aprimorar a sanidade dos rebanhos € essencial para o
desenvolvimento da atividade e para a melhoria da qualidade do leite de cabra
e seus derivados.

Considerando a importancia da caprinocultura para a geragado de
emprego e renda, principalmente no meio rural; considerando, ainda, que
Minas Gerais € o terceiro principal produtor de leite de cabra no pais e que,
para o desenvolvimento da atividade, € necessario criar animais saudaveis e
aptos a produzirem alimentos que ndo causem riscos a saude humana; esse
estudo se propds a conhecer os sistemas de producdo empregados na
caprinocultura da Zona da Mata de Minas Gerais e investigar a presenca do

agente etioldgico da paratuberculose nos rebanhos dessa mesorregiao.



2. Revisao Bibliografica

2.1 A caprinocultura no Brasil e no mundo

Ha séculos, os seres humanos tém usado caprinos para muitas
finalidades (producdao de leite, carne, fibras, pele, trabalho), sob varias
condicbes. Apesar de esses animais estarem presentes em todos os
continentes, observa-se que o setor € significativamente menos apoiado,
quando comparado a outros setores da producado animal como leite e carne
bovina, aves, suinos e equinos (Dubeuf et al., 2004).

De acordo com a FAO (Food and Agricultural Organization of the United
Nations), o efetivo caprino mundial em 2013 correspondia a 1.005.603.003
cabegas e o continente com maior quantidade de caprinos foi a Asia, onde
estavam 59,38% dos animais (597.151.616 animais) (Figura 1).

m Asia ®mAfrica mAméricas ®mEuropa m® Oceania

Figura 1: Efetivo caprino mundial em 2013, segundo a FAO.

A Europa tem apenas 2% do rebanho caprino mundial, mas é
responsavel por 18% da produgdo de leite de cabra do mundo. E o Unico
continente no qual o leite de cabra tem importancia econémica. A situagéo
varia muito entre os paises e a maior parte da producdo € comercializada,
apesar de o setor informal ainda permanecer ativo em paises do sudeste
europeu (Dubeuf, 2010).



Os paises em desenvolvimento s&o os que se destacam na producao de
leite, carne e derivados caprinos. Nesses paises, a produgdo geralmente é
destinada ao consumo familiar ou a comercializagdo em mercados locais, nao
sendo resultado de um setor produtivo organizado e controlado, como € o caso
da bovinocultura leiteira (Dubeuf et al., 2004).

A tabela 1 mostra os principais paises produtores de leite de cabra. A
india é o maior produtor de leite de cabra em volume, mas principalmente a
nivel local, e o setor de producdo de caprinos leiteiros parece ser mais
desestruturado do que de vacas leiteiras. Apesar das varias iniciativas de
organizagbes ndo-governamentais (ONGs) na Asia, a importancia da industria
do leite de cabra nos paises desse continente continua a ser baixa (Dubeuf et
al., 2004).

Em muitos paises, a carne € mais importante que o leite devido a
preferéncias culturais. Na india, por exemplo, a carne de caprinos equivale a
47% do total de carnes consumidas, uma vez que o consumo de carne bovina

€ reduzido devido a questdes religiosas (Dubeuf, 2010).

Quadro 1: Principais paises produtores de leite de cabra e a situagdo do Brasil em
2012.

Paises Producéao de leite de cabra Ranking
(toneladas)

india 4.850.000 1°
Bangladesh 2.608.000 2°
Paquistao 779.000 3°
Mali 715.000 4°
Francga 624.016 5°
Brasil 150.000 20°

(Fonte: FAO, 2012)

No Brasil, observa-se tendéncia de crescimento e evolucio da atividade,
com a caprinocultura se consolidando como importante alternativa pecuaria.
Verifica-se aumento significativo nas exploragdes para producao de leite, assim

como para produgédo de carne e pele. Os numerosos eventos agropecuarios



realizados atualmente, exclusivos ou com a participagao de caprinos e ovinos,
também refletem o grande interesse na atividade (Silva et al., 2012).

A tabela 2 mostra os dados de criagao de caprinos no Brasil. Segundo o
Censo Agropecuario de 2006 (IBGE, 2006), havia 7.107.613 caprinos no pais,
0 que revela um crescimento de 7,84% em relagdo a 1996, associado ao
aumento do consumo de leite, queijos e carnes desta espécie neste periodo.
Havia 286.676 estabelecimentos criadores de caprinos no pais, o que resulta
em numero médio de 25 animais por criagdo. Destes, apenas 18.063 (6,3%)
eram produtores de leite (IBGE, 2006).

Quadro 2: Informagdes sobre a criacdo de caprinos no Brasil, regides Nordeste e

Sudeste e no estado de Minas Gerais.

Brasil Regiao Regiao Minas Gerais
Nordeste Sudeste

Efetivo de caprinos 7.107.613 6.470.898 159.463 78.426
Estabelecimentos 286.676 249.487 10.185 5.317
criadores de
caprinos
Estabelecimentos 18.063 14.933 1.831 952
produtores de leite
de cabra
Producao de leite de | 35.740.188 26.780.781 6.194.894 3.020.890
cabra (litros)

(Fonte: IBGE, 2006)

A regiao Nordeste destaca-se no cenario produtivo de caprinos, com
91% dos animais e 87% dos estabelecimentos criadores de caprinos do pais
(IBGE, 2006). Ao longo de décadas, a caprinovinocultura foi considerada
atividade marginal ou de subsisténcia nesta regido, normalmente com baixa
produtividade e realizada por produtores desprovidos de capital financeiro e de
recursos tecnoldgicos. Entretanto, atualmente, a produgcdo de pequenos
ruminantes vem se caracterizando como atividade de grande importancia
cultural, social e econébmica para a regiao, desempenhando papel crucial no

desenvolvimento do Nordeste brasileiro (Costa et al., 2008).




Na Regido Sudeste, existem 159.463 cabecas de caprinos em 10.185
criacbes desta espécie, o que corresponde a 2,24% e 3,55% em relagcdo ao
Brasil, respectivamente. Nesta regido, Minas Gerais € o estado que tem o
maior contingente populacional (49,18%) e de estabelecimentos criadores
(52,2%). A exploragdo nessa regido caracteriza-se pelo uso de sistemas
intensivos, em sua maioria em pequenas areas proximas aos centros urbanos.
Nesses sistemas, animais de racas leiteiras especializadas como Saanen,
Alpina e Toggenburg sao as mais comuns, assim como 0s mesticos dessas
racas (Borges, 2003).

A industria de leite de cabra e derivados depende da concorréncia com a
de vaca, ovelhas e até mesmo de bufala. Apesar de os produtos de cabra
serem vendidos, geralmente, para mercados especificos, sua rentabilidade e
vantagem competitiva dependem do preco relativo e organizagao dos sistemas
de produgcdo de caprinos (produgdo sazonal, tamanho dos rebanhos,
produtividade e caracteristicas do leite de cabra) (Dubeuf et al., 2004).

A participagdo da caprinocultura leiteira no cenario agropecuario
brasileiro tem aumentado de forma significativa, superando o desafio de
conquistar e manter novos mercados para o leite de cabra e seus derivados.
Esta atividade vem se consolidando como rentavel e ndo requer muitos
investimentos ou grandes areas para seu desenvolvimento. Visto isso, a
caprinocultura leiteira € uma das alternativas mais favoraveis para a geragao de
emprego e renda no meio rural (Silva et al., 2012).

Entre 1975 e 2006, a producdo de leite de cabra no Brasil aumentou
167%, sendo que em 2006 foram produzidos 35.740.188 litros, vendidos a um
preco médio de R$ 1,22 por litro (IBGE, 2006). Apenas 10,14% dos
estabelecimentos produtores de leite de cabra do pais situam-se na Regido
Sudeste, que é responsavel por 17,33% da sua producado, onde o estado de
Minas Gerais recebe destaque por produzir 48,76% do total da regido. Neste
estado, ha 952 estabelecimentos produtores de leite de cabra, o que
corresponde a 52% da regidao. Minas Gerais é responsavel por 8,45% do leite
de cabra produzido no pais, atras apenas dos estados da Bahia (33,33%) e

Paraiba (12,41%), conforme é visto na Figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo da producdo de leite de cabra por estado brasileiro (Fonte:
IBGE, 2006).

A auséncia de legislacdo sanitaria especifica trouxe graves
consequéncias, como a introdugdo de doengas anteriormente exodticas nos
plantéis nacionais, disseminagdo de agentes patogénicos anteriormente mais
frequentes em rebanhos do Nordeste, resultando em perda de animais e
restricdes no comércio internacional de animais e seus produtos, além das
doencgas ja tradicionalmente conhecidas, decorrentes de manejo inadequado
(Guimaraes, 2006).

No Brasil, a caprinocultura € uma atividade predominantemente de
pequenos e medios produtores e que pode ser estimulada em todos os
municipios brasileiros, apresentando-se como uma alternativa econdmica

viavel (Embrapa, 2011).



2.2 A Zona da Mata do Estado de Minas Gerais

Geografia

O estado de Minas Gerais é dividido, segundo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), em doze mesorregides: Norte, Noroeste,
Central, Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Tridngulo/Alto Paranaiba, Oeste,
Sul/Sudoeste, Vale do Rio Doce, Metropolitana de Belo Horizonte, Zona da
Mata e Campo das Vertentes (IBGE, 2002).

A mesorregido Zona da Mata abrange area de 35.726 km?, cerca de 6%
do estado de Minas Gerais. Localiza-se a sudeste no Estado e é dividida em
sete microrregides: Ponte Nova, Manhuacu, Vigosa, Uba, Muriaé, Juiz de Fora
e Cataguases constituida por 142 municipios (Figura 3) (Castro & Soares,
2012).

Em 2011, a Zona da Mata se encontrava em 4° lugar no PIB (produto
interno bruto) estadual, com total de R$ 28.850.550, atras das regides Central,
Sul e Triangulo Mineiro (Castro & Soares, 2012).

Segundo o IBGE (2002), o clima da regido é bastante variado,
recebendo forte influéncia da variagdo altimétrica. O clima pode ser quente
(média acima de 18°C em todos os meses do ano), subquente (média entre
15°C e 18°C em pelo menos um més) e mesotérmico brando (temperaturas
médias entre 10 a 15°C).

Liderado pelo municipio de Juiz de Fora, a regido Centro-Sul da Zona da
Mata tem os melhores indicadores socioecondmicos, com uma infra-estrutura e
padrdao de dinamismo diversificados das demais regides. Suas industrias de
maior destaque atuam na metalurgia do zinco na siderurgia e no setor
automobilistico. O municipio de Uba destaca-se pela industria moveleira,
ocupando o quarto lugar como pélo moveleiro do Brasil e Cataguases pela

industria téxtil e a produgao de energia elétrica (Castro & Soares, 2012).
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Figura 3: Mapa da localizacdo da Zona da Mata de Minas Gerais em relagao as outras

mesorregides e as suas microrregioes (Fonte: Castro & Soares, 2012).

Caprinocultura leiteira

A partir de 1974, Minas Gerais foi pioneiro no desenvolvimento da
caprinocultura leiteira, importando caprinos de racas especializadas de paises
da Europa, Estados Unidos e Canada, e evoluiu tecnicamente nestes 40 anos
(Gouveia et al., 2009). Apds 1997, houve crescimento constante do numero de
animais no estado, porém foi concentrado em algumas regiées, como Norte de
Minas, Sul/Sudoeste de Minas e Zona da Mata. O conhecimento da distribuicao
do efetivo caprino por mesorregiao é importante para que politicas publicas e
privadas, sejam sécio-econdmicas ou sanitarias, possam ser direcionadas para
esses locais, onde podem atingir maior numero de animais e de criadores
(Guimaraes, 2006).



O conhecimento dos perfis epidemioldgicos da caprinocultura em Minas
Gerais é fundamental para minimizar a introdugéo de agentes infecciosos no
estado, através da compra de animais sem critérios sanitarios adequados e do
transito entre as unidades da Federagdo, que s&o a causa da elevagao dos
gastos com medidas terapéuticas e de controle (Assis & Gouveia, 1994). Por
outro lado, os dados de caracterizacdo da atividade em Minas Gerais sao
escassos e carecem de suporte para orientar agbes de pesquisa, extensao e
defesa sanitaria (Guimaraes, 2006).

A pouca informacgao tem limitado a implantagdo de medidas profilaticas,
socioecondmicas e de mercado na atividade caprina, que esbarra na falta de
dados relativos ao numero e localizagdo de criatérios de caprinos e no
consequente desconhecimento do real numero de criadores e das condigdes e
caracteristicas de criacdo (Guimaraes, 2006).

Para que ocorra o desenvolvimento do setor na Zona da Mata, é
necessario o estabelecimento de legislagbes sanitarias e comerciais, assim
como o fortalecimento das associagdes de criadores e instituicdes de pesquisa
(Souza et al., 2014).

2.3 Paratuberculose em pequenos ruminantes

Em 1895, Johne & Frothingham publicaram um relato de caso que foi
considerado “um caso singular de tuberculose bovina”, denominada
inicialmente de pseudotuberculose, depois de doenga de Johne (McFadyen,
1906) e paratuberculose (Bang, 1910). Em pequenos ruminantes, a doenga foi
relatada pela primeira vez na Grécia, em 1965 (Dimareli-Malli et al., 2013). O
agente causador desta enfermidade foi isolado pela primeira vez por Twort &
Ingram (1912) e atualmente é classificado como Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map).

Map pertence a familia Mycobacteriaceae e a ordem Actinomycetales.
Baseado em analises bioquimicas e genéticas, a espécie Mycobacterium avium
pode ser dividida em trés subespécies: M. avium subsp. avium, M. avium
subsp. silvaticum e M. avium subsp. paratuberculosis. Estes sao bastonetes
aerdbicos, imoveis, catalase positiva, sendo considerados Gram positivos

(Timms et al., 2011). Por apresentarem grande quantidade de acido micdlico e
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lipidios na parede celular, coram-se melhor pela técnica de Ziehl-Neelsen,
sendo classificados como bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) (Quinn et al.,
2005). Os acidos micdlicos diminuem a permeabilidade da parede celular, o
que aumenta a resisténcia contra a lise bacteriana, variagdes de temperatura e
acgdes de antimicrobianos (Lilenbaum et al., 2007).

As micobactérias sdo conhecidas pela sua resisténcia a danos fisicos e
quimicos devido a baixa permeabilidade da parede celular, o0 que permite que
Map sobreviva no ambiente por longos periodos, caracteristica importante a ser
considerada quando se refere ao modo de transmissdao deste agente. A
tolerancia ao calor € outro fator importante na transmissdao de Map,
principalmente a humanos (Sibley, 2005). Map é capaz de formar biofilmes em
bebedouros de animais e este biofilme exerce papel crucial na infectividade
dessa bactéria. Como outras bactérias, Map em biofilmes é mais resistente ao
estresse quimico que as bactérias livres na agua, o que pode contribuir para a
sua sobrevivéncia no ambiente. A sobrevivéncia de Map no esterco e no solo
aumenta as oportunidades de contato entre o agente e animais e, ainda,
aumenta a chance de contaminacdo de aguas superficiais através da
precipitagdo e/ou da irrigagao (Singh et al., 2013).

O tratamento térmico a 63°C por 30 minutos elimina 100% dos isolados de
Mycobacterium bovis, mas, sob as mesmas condigdes, 5 a 9% de Map
sobrevivem e, desse modo, pode ser resistente a pasteurizacdo comercial
(Chiodini & Hermon-Taylor, 1993). Diversos estudos (Grant et al., 1999; Giese
& Ahrens, 2000; Singh & Vihan, 2004; Nebbia et al., 2006; Dimareli-Malli, 2010)
foram desenvolvidos objetivando detectar Map no leite e, entre eles, Carvalho
et al. (2012) recuperaram cepas viaveis de Map de leite de vaca pasteurizado.

Baseado na comparagdo do genoma inteiro de Map, um esquema de
evolugdo bifasica tem sido proposto, distinguindo duas principais linhagens:
bovina e ovina. Além de diferengas genotipicas, as cepas pertencentes a estas
duas linhagens apresentam diferengas fenotipicas, que incluem as taxas de
crescimento, utilizacdo de diferentes vias metabdlicas de ferro (Janagama et
al., 2010), entre outras. A associagao de cada linhagem com o hospedeiro
bovino ou ovino ndo é exclusiva, pois as cepas representativas de cada
linhagem podem causar doenga em todos os tipos de ruminantes (Biet et al.,
2012).
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Historicamente, cepas que pertencem a linhagem ovina tém sido referidas
como S (sheep) e as cepas da linhagem bovina como C (cattle), de acordo com
a espécie da qual foram isoladas pela primeira vez. Com o0s avancos da
tecnologia de tipagem molecular, foram detectadas maiores diferengas
genéticas entre os dois tipos de cepas. A eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) revelou trés tipos de cepas (I, Il, lll). O tipo Il é sinbnimo do
tipo C (cattle) e os tipos | e Ill compreendem o tipo S (sheep) (Castellanos et
al., 2011). Whittington et al. (2001) confirmaram novo tipo de Map através da
analise de restricdo enzimatica (REA): tipo B (bison), isolada inicialmente dessa
espécie animal e com caracteristicas fenotipicas de crescimento in vitro
distintas da cepa tipo C (cattle).

As sequéncias de insercéo (IS — insertion sequences) sao um tipo de
repeticdo de DNA, conhecido como repeticdes dispersas, que consistem em
multiplas copias dos genes duplicados ou de elementos genéticos méveis. A
mobilidade destes elementos constitui fonte de plasticidade genética e pode ser
responsavel por diversos rearranjos ou dele¢des de cromossomos. Em Map,
1,5% do genoma correspondem a estes elementos (Castellanos et al., 2011). O
sequenciamento genético de Map K-10 (GenBank No. AE016958) revelou 17
copias de 1S900, sete copias de IS713117 e trés copias de ISMav2, além de 16
outras sequéncias de insercao (Li et al., 2005).

IS900 foi a primeira IS identificada e descrita para o género Mycobacterium
(Green et al., 1989). Esta sequéncia tem 1.451 pares de base (pb) e apresenta
uma ORF de 1.197 pb entre os nucleotideos 236 e 1.432. Esta ORF codifica
uma transposase hipotética de 399 aminoacidos (p43) e uma proteina
desconhecida (hed) (Castellanos et al., 2011). Diversos métodos moleculares
rapidos utilizam como sequéncia-alvo a 1IS900, como a PCR multiplex, nested
PCR, PCR em tempo real, entre outros (Carvalho et al., 2009). A presencga de
IS900 no genoma de Map fornece a esse micro-organismo vantagem evolutiva,
como a patogenicidade relevante (Green et al., 1989)

Apesar de 1S71371 estar presente em M. avium e em Map, cinco mutagdes
pontuais diferenciam as sequéncias de IS71377 entre as duas subespécies
(Whittington et al., 1998). Tais mutacbes podem ser utilizadas como alvo na
analise de restricdo enzimatica (REA - Restriction endonuclease analysis) para

realizar a diferenciagao entre M. avium e Map. Além disso, algumas copias de
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IS1311 da cepa C (cattle) de Map contém uma mutacg&o adicional que pode ser
utilizada para diferencia-la da cepa S (sheep) (Whittington et al., 1998).

A paratuberculose é uma doenga contagiosa crénica do trato intestinal que
afeta predominantemente ruminantes domésticos e silvestres (Chiodini et al.,
1984; Clarke, 1997; Ayele et al., 2005; Mota et al., 2010). A ingestdo de
alimentos ou agua contaminados por fezes de animais acometidos € a principal
forma de transmissdo (Radostits et al., 2002), embora haja relatos de
transmissao vertical e transmamaria em ovinos (Lambeth et al., 2004). Apesar
de a rota primaria de transmissdo de Map em caprinos seja fecal-oral
(Stehman, 1996), em propriedades dedicadas a engorda e a reprodugdo, as
transmissdes intrauterina ou através do colostro também sio importantes e
podem contribuir para a ocorréncia e manutengao do agente nos rebanhos
(Freitas et al., 2015).

Uma vez no intestino do hospedeiro, o patdogeno € transportado através
da mucosa epitelial, provavelmente através das células M do ileo, e entdo
penetra e persiste em macréfagos subepiteliais. A sobrevivéncia da bactéria
dentro dos macréfagos do trato intestinal € fundamental para a patogénese da
paratuberculose (Siguroardottir et al., 2004). Para isso, a bactéria e/ou seus
componentes desativam a maquinaria do macréfago que coordena os
mecanismos de defesa antibacteriana (Valetin-Weigand & Goethe, 1999).
Através da inibicdo da maturacao e acidificacdo dos fagossomos, Map impede
um mecanismo bactericida importante e, através da alteracdo do padrao de
producdo de citocinas, interfere nos processos inflamatérios e imunoldgicos
(Siguroardottir et al., 2004).

Os animais sao mais suscetiveis a infeccdo nos primeiros meses de
vida. Ruminantes adultos sdo mais dificeis de serem infectados, pois ocorre o
desenvolvimento de resisténcia associada a idade, cuja natureza pode estar
relacionada ao desenvolvimento do tecido linfoide intestinal (Kennedy &
Benedictus, 2001).

A paratuberculose é, principalmente, uma infec¢ao subclinica. Apresenta
periodo de incubagao prolongado e os sinais clinicos sdo as manifestagdes
terminais da infeccéo, que se desenvolvem na minoria dos animais infectados,
variando de acordo com o estagio da infeccdo (Kennedy & Benedictus, 2001).

O primeiro estagio pode durar dois a cinco anos e os animais infectados nao
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apresentam sinais e ndo eliminam o agente nas fezes. O segundo estagio
também é subclinico, mas os animais acometidos eliminam Map nas fezes. Ja
no terceiro estagio, os sinais séo evidentes e a eliminacdo fecal da bactéria
torna-se mais intensa. Uma vez que o animal desenvolve a doencga clinica,

eventualmente morre, devido ao espessamento da parede intestinal (Figura 4),

bloqueando a absor¢gao normal do alimento. (Sibley, 2005).
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Figura 4: Mucosa intestinal espessada devido a paratuberculose (acima) e mucosa
intestinal normal (abaixo), ambas de caprinos. (Fonte: Johne’s Disease — Questions
and Answers for Goat Owners — Disponivel em: <http://johnes.org>. Acesso em
18/08/2014, as 09h26min.)

Em ruminantes, a doencga clinica € caracterizada pela perda de peso
progressiva (Figura 5) e afebril que leva a emaciagdo, edema submandibular,
queda da qualidade do couro e da producédo de leite, apesar da manutencgao do
apetite. Em bovinos, o principal sinal é diarreia cronica e intermitente (Kennedy
& Benedictus, 2001). Entretanto, em pequenos ruminantes, a principal
manifestacdo é o emagrecimento progressivo, sendo que a diarreia raramente
€ observada ou néo é severa (Stehman & Shulaw, 1996; Oliveira et al., 2010).
Independentemente da evolugao clinica aparente dos animais infectados, estes
eliminam maior quantidade do micro-organismo pelas fezes e menor

quantidade pelo leite (Larsen et al., 1975).

14


http://johnes.org/

Figura 5: Caprino apresentando sinal clinico de paratuberculose: emagrecimento
(Fonte: Johne’s Disease — Questions and Answers for Goat Owners — Disponivel em:
<http://johnes.org>. Acesso em 18/08/2014, as 09h26min.)

A infeccdo por Map causa enterite granulomatosa cronica em
ruminantes. A resposta imune exerce papel importante na determinacéo do tipo
de resposta histopatolégica em infeccbes micobacterianas. As lesdes
encontradas em caprinos podem ser classificadas em: focal, multibacilar difusa,
linfocitica difusa ou mista. As lesbes focais sdo compostas de pequenos
granulomas formados por macréfagos com nucleo grande e claro e citoplasma
abundante. As lesbes multibacilares sao caracterizadas por enterite
granulomatosa difusa composta por grupos de macrofagos distribuidos de
maneira difusa na mucosa do ileo e do jejuno. Nas placas de Peyer, os
macrofagos formam granulomas bem definidos ou difusamente infiltrados no
tecido linfoide. No caso das lesdes linfociticas, a principal célula inflamatéria
sdo os linfocitos infiltrados na lamina prépria, nem sempre associados as
placas de Peyer. As lesdes mistas apresentam os dois tipos celulares (Corpa et
al., 2000). Khodakaram Tafti & Rashidi (2000) relataram que as lesdes encon-
tradas em caprinos podem se manifestar de forma leve, com a mucosa
intestinal opaca e espessa, até a forma grave com corrugacdes e edema da
mucosa do intestino terminal associado ao comprometimento dos linfonodos

mesentéricos.
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Map é uma bactéria fastidiosa para o crescimento in vitro. Os meios para
cultivo podem ser liquidos, como o caldo Middlebrook 7H9, ou sdlidos que
incluem Lowenstein-Jensen, Lowenstein- Jensen modificado e meio Herrold
gema de ovo (Herrold’s Egg Yolk Medium — HEYM) (Whipple et al., 1991).
Quando Map é cultivada do ambiente, de animais ou de humanos, a amostra
deve ser descontaminada para remover espécies microbianas de crescimento
mais rapido e permitir a identificagdo da populagdo micobacteriana, de
crescimento mais lento. O processo padrao de descontaminacao inclui o
cloreto de hexadecilpiridinio (HPC) 0,6 a 0,9% ou hidréxido de sédio por 3 a 16
horas (Timms et al., 2011). Ha poucos estudos sobre a eficacia dos meios de
cultura para o isolamento de Map, e a maioria considera a espécie de origem
ao invés do tipo da cepa de Map (De Juan et al., 2006a).

O meio HEYM contém diversos ingredientes que favorecem o
crescimento de Map e evitam a contaminagao por outros micro-organismos. O
ovo contribui com fosfolipidios para neutralizar a atividade bactericida residual
do HPC. Como o HPC é relativamente ineficiente para eliminar fungos
contaminantes, a anfotericina B, exercendo este papel, aumenta a seletividade
do meio. O acido nalixidico inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e
a vancomicina inibe as Gram positivas. O corante verde malaquita ajuda a
controlar os contaminantes e melhora a visibilidade das colénias. A gema do
ovo e o glicerol fornecem acidos graxos e outros nutrientes requeridos para o
metabolismo de Map (Payeur, 2005).

Independentemente do meio usado para o cultivo, todos exigem a
suplementagcdo com micobactina J para o crescimento de Map, pois possibilita
a utilizacao de ferro por esta bactéria (Thorel et al., 1990). Micobactinas séo
sideréforos produzidos por micobactérias sob condi¢cdes limitantes de ferro,
sendo que muitas espécies deste género produzem mais de cinco tipos de
micobactina (Barclay & Ratledge, 1983). As micobactérias patogénicas
encontram ampla variedade de fatores estressantes dentro das células
hospedeiras e a sua habilidade de superar a deficiéncia do ferro representa o
principal determinante de viruléncia (Janagama et al., 2010). A dependéncia de
micobactina de Map pode desaparecer apos varias passagens in vitro e a
micobactina J, produzida por Map, difere estruturalmente daquela produzida

por M. avium e M. intracellulare (Barclay et al., 1985; Timms et al., 2011). O
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estudo de Janagama et al. (2010) revelou que ha diferengas marcantes nas
vias metabdlicas usadas por cepas S (sheep) e C (cattle) de Map para adaptar
a deficiéncia de ferro.

Apesar do seu crescimento in vivo ser relativamente rapido, in vitro é
extremamente lento, sendo necessarias aproximadamente 12 a 16 semanas de
incubagdo a 37°C para o surgimento das primeiras colonias (Collins et al.,
1993). A morfologia das colénias de Map € bem caracteristica, mas pode
apresentar variagdes de acordo com o meio de cultura utilizado (Collins, 2003).
Em meio sdlido HEYM, elas s&o pequenas, medindo entre 1 a 2 mm (Grant,
2005), geralmente apresentam coloragédo branca, lisas e convexas, enquanto
que em agar Middlebrook elas tornam-se mais rugosas (Collins, 2003).

O isolamento de Map de tecidos ou amostras fecais apresenta 100% de
especificidade (Shin et al.,, 2004). O cultivo coprologico, apesar de suas
limitagbes em relagdo ao longo tempo de crescimento e facilidade de
contaminagao, ainda é o “padréo ouro” para o diagndéstico da paratuberculose
(Collins et al., 1993). O principal desafio no diagnéstico é a identificacdo de
animais infectados, mas sem sinais clinicos. O cultivo consegue identificar
animais que eliminam 100 micro-organismos por grama de fezes, entretanto,
este método € lento, caro e apresenta apenas 50% de sensibilidade (Lilenbaum
et al., 2007).

O desenvolvimento de testes rapidos para a deteccdo de micro-
organismos de crescimento lento tornou-se possivel por meio de técnicas de
biologia molecular (Hawkey, 1994). O descobrimento da IS900 no genoma de
Map e o desenvolvimento da reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
revolucionaram o diagnostico da paratuberculose (Green et al., 1989;
Stevenson & Sharp, 1997).

Como ha, aproximadamente, 15 a 18 coépias da IS900 no genoma, os
ensaios de PCR que a detectam sdo altamente sensiveis e podem ser
utilizados para detectar e identificar Map em culturas primarias em estagios
iniciais de crescimento e em amostras de leite e tecidos (Whittington et al.,
1998). Entretanto, esta técnica apresenta desvantagens, entre elas: excesso de
DNA nao especifico, presencga de substancias que podem inibir a amplificagao,
qualidade da preparacdo do DNA, detecgcao de material gendmico e nao de
células viaveis, entre outras (Khare et al., 2004). Deste modo, a padronizagao
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da técnica para cada tipo de amostra é fundamental para o diagndstico
confiavel (Carvalho, 2008).

Foram desenvolvidos diversos testes de PCR para identificar Map
utilizando como sequéncia-alvo a IS900, mas as cepas S (sheep) e C (cattle)
apresentam resultados idénticos nestes testes (Marsh et al., 1999). Para
propdsitos epidemioldgicos, € desejavel diferenciar os isolados de Map.

A capacidade de diferenciar rapidamente as cepas S (sheep) e C (cattle)
pode apresentar um grande beneficio para programas de controle e
erradicagao da paratuberculose onde a criagdo mista de espécies é praticada.
As praticas de manejo atuais s&o realizadas considerando que bovinos ndo sao
suscetiveis a infeccao pela cepa S (sheep) e que podem alimentar-se de forma
segura no pasto, apds a retirada dos ovinos. Um teste rapido e sensivel que
confirme a presenga de Map e diferencie entre os tipos de cepas poderia ajudar
a garantir que as praticas de manejo sejam baseadas tecnicamente (Marsh et
al., 1999).

As técnicas adequadas para o diagnostico da doenca nos rebanhos
tornam-se ainda mais importantes quando se tém relatos da possivel infecgao
de Map em humanos, suspeitando-se de estar relacionada com a doenca de
Crohn (DC), uma inflamagédo crénica do intestino humano que acomete
predominantemente o ileo e o célon (Crohn et al., 1932), resultando em perdas
de proteinas e sindrome da ma absorcao (Ellingson et al., 2003). Devido nao
apenas as similaridades clinicas, mas também histopatolégicas encontradas
em humanos com enterite granulomatosa crénica e animais com
paratuberculose, inferiu-se em 1913 uma mesma teoria causal para as duas
doencgas (Dalziel, 1913). No entanto, existem estudos que nao correlacionam
MAP com a DC (Ellingson et al., 2003) e outros que obtiveram resultados
positivos para essa correlagado (Rocca et al., 2010; Naser et al., 2000; Naser et
al., 2004).

A paratuberculose € distribuida por todo o mundo e sua prevaléncia
varia de acordo com a regido e pais. No Brasil, a primeira identificacdo da
doenca foi registrada em 1915 em bovinos importados da Bélgica para o Rio de
Janeiro (Dupont, 1915). Darcorso Filho et al. (1960) identificaram a doenga em
bovinos nascidos e criados no Brasil. Os métodos para determinar a
prevaléncia da paratuberculose em diferentes estados brasileiros ainda sao
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fundamentados em diferentes metodologias, apresentando resultados que néo
possibilitam uma avaliagdo total do acometimento dos rebanhos no pais. Na
Paraiba, Oliveira et al. (2010) comprovaram a infeccdo natural de Map em
caprinos e ovinos, através das lesbes histopatoldgicas caracteristicas da
doenca e pela presenga de BAAR no citoplasma de macréfagos e linfécitos.
Recentemente, estudo realizado em 14 municipios desse mesmo estado,
revelou que, entre os animais testados, 45% caprinos e 54% ovinos foram
positivos sorologicamente para MAP (Medeiros et al., 2012).

Os programas de controle da paratuberculose apresentam algumas
diferencas entre os paises e regides. Em geral, os produtores optam por
eliminar animais com sinais clinicos. A erradicacdo da doenga € um objetivo
dificil de ser atingido, devido a baixa sensibilidade dos testes disponiveis para
diagnostico. Além disso, o periodo de incubagao prolongado e a eliminagao do
agente sem manifestagdo clinica permitem a disseminacdo antes da sua
identificacdo bem sucedida. Os programas de controle sdo baseados em
procedimentos de manejo do rebanho, como a lavagem e desinfec¢ao das
instalagdes com produtos especificos e separagdo entre animais jovens e
adultos. Deve ser fornecido leite pasteurizado de fémeas sadias aos lactantes.
O unico método que consegue garantir que um animal infectado n&o vai ser
introduzido em um rebanho livre da doenga é a manutencdo do rebanho
fechado (Lilenbaum et al., 2007).

Vacinas contra a paratuberculose estdo disponiveis comercialmente
apenas em algumas regides da América do Norte e Europa, onde as perdas
econdmicas sao significativas, mas a eficacia das vacinas nao esta
completamente comprovada. A vacinagao interfere no diagndstico da
paratuberculose e da tuberculose, causando resultados falso-positivos, o que
pode levar a eliminacdo de aimais saudaveis (Lilenbaum et al., 2007). A
vacinagao auxilia na prevencédo da doencga clinica, mas nao necessariamente
previne a infeccdo. Assim, se for necessario realizar diagnoéstico da infecgao
em vacinados, € aconselhavel a utilizacdo de testes de detecgao de antigenos
de Map em amostras de fezes ou tecidos (OIE, 2014).

As perdas econdmicas variam consideravelmente de acordo com o pais.
No Brasil, ainda ndo se tém dados quantificando as reais perdas produtivas de
rebanhos acometidos pela paratuberculose. Nos Estados Unidos, Ott et al.
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(1999) verificaram perdas nos rebanhos bovinos leiteiros entre 200 a 250
milhdes de dolares por ano. Bush et al. (2006) identificaram, na Australia,
perdas médias acima de 13 mil dolares por ano por propriedade de pequenos
ruminantes.

Como visto, a paratuberculose caprina ainda é pouco estudada em todo
o mundo, no entanto, € verificado que o agente circula nos rebanhos. Esse
quadro de caréncia de informagdes determina desvantagem econbémica e
comercial aos produtores brasileiros, pois a falta de diagndstico efetivo e o
limitado conhecimento da real circulagdo do agente nos rebanhos pode resultar
em expressivas perdas na producdo leiteira, refugo precoce de animais e,
futuramente, podera vir a ser uma barreira para a exportacdo de produtos e
subprodutos desses rebanhos. Sua contribuicdo para os impactos econdmicos
e a possivel correlaggo com a DC instigam o aprimoramento e o
desenvolvimento de técnicas mais rapidas para o diagnodstico nos rebanhos

brasileiros (Schwarz et al., 2012).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
em fazendas de caprinos leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais e

caracterizar os sistemas de produgdo empregados.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas produtivas da atividade, e praticas
sanitarias, nutricionais e reprodutivas adotadas nas propriedades
selecionadas, além das caracteristicas sociodemograficas do
entrevistado;

e Determinar a ocorréncia de infecgdo por Map na Zona da Mata;

e Caracterizar geneticamente os isolados obtidos.
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4. Material e Métodos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV) e registrado sob o numero
12/2013 (Anexo 1).

4.1 Selecao das propriedades e dos animais

A partir de uma listagem geral de 41 propriedades de caprinos leiteiros
da mesorregido da Zona da Mata do estado de Minas Gerais, obtida através do
laticinio que compra o leite de cabra da regido, foram selecionadas dez (24%)
propriedades. O contato inicial com os produtores foi realizado por telefone,
através do qual era explicado o objetivo do estudo e solicitada autorizagao para
a visita a propriedade.

Nestas propriedades, foi analisada a distribuicdo dos animais por faixa
etaria e foram selecionados animais adultos (acima de seis meses), de forma
que incluisse apenas aqueles em lactagao, aleatoriamente. A amostragem para
cada propriedade foi determinada pelo programa OpenEpi® (disponivel em

http://www.openepi.com), considerando-se prevaléncia estimada de 5%,

precisao 4% e intervalo de confian¢a 95%.

4.2 Caracterizagao das propriedades

As propriedades foram caracterizadas através da aplicagdo de um
questionario (Anexo 3) com a pessoa responsavel pelo manejo dos animais.
Foram realizadas perguntas quanto a caracteristicas do entrevistado e da
propriedade e seus aspectos econémicos, produtivos, sanitarios, nutricionais e
reprodutivos. Antes da aplicacdo do questionario, foram esclarecidos os
objetivos do estudo e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido,
em duas vias (Anexo 3). Os questionarios foram aplicados sempre pela

pesquisadora principal, ao final dos procedimentos de coleta de amostras.

4.3 Coleta de amostras
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Para a coleta de leite, foi realizada a higiene inicial da ordenha, de
acordo com o manejo de cada propriedade, seguido pela limpeza dos tetos
com alcool 70% e secagem com papel toalha. Os trés primeiros jatos de leite
foram descartados. Foram coletados 40 mL de leite em tubos de polipropileno
de 50 mL previamente esterilizados e identificados, sendo 20 mL de cada teto.

As amostras de fezes foram coletadas individualmente, via retal,
utilizando luvas descartaveis e, posteriormente, transferidas para frascos
previamente esterilizados e identificados.

Todas as amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo
até a chegada ao Laboratério de Doengas Bacterianas do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (Ldbac/DVT/UFV).
Imediatamente apds a chegada ao laboratério, as amostras de fezes e leite

foram submetidas aos processamentos descritos no item 4.4.

4.4 Analise microbioldgica

Preparo do meio Herrold Egg Yolk Medium (HEYM)

Para o preparo do meio Herrold Egg Yolk Medium (HEYM) com e sem
micobactina J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO, EUA), seguiu-se a metodologia
proposta no Capitulo 2.2.6 do Manual de Testes Diagnosticos e Vacinas para
Animais Terrestres da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2006). A
micobactina J foi adicionada ao meio na concentragdo de 2 mg/L. Os reagentes
e suas proporgoes estdo descritos no Anexo 2. Para cada lote de meio HEYM
preparado com e sem micobactina J, tubos controles positivo e negativo foram

incubados a 37°C, para verificacdo de sucesso no preparo do meio.

Processamento das amostras de fezes

O processamento das amostras de fezes seguiu a metodologia descrita
por Stabel (1997). Foram pesados 2 g de fezes e colocados em tubos de
polipropileno de 50 mL autoclavados, contendo 20 mL de agua destilada
autoclavada. Posteriormente, os tubos foram submetidos a agitacao de 110
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rom por 60 minutos e, em seguida, mantidos em repouso por 45 minutos a
temperatura ambiente, para sedimentacdo. Apdés a sedimentagdo, 5 mL da
parte superior do sobrenadante foram retirados e colocados em tubos de
polipropileno de 50 mL contendo 20 mL de solugcdo de cloreto de
hexadecilpiridinio (HPC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 0,9% e mantidos
a temperatura ambiente, durante a noite, para descontaminacao.

Apos o tempo de descontaminagéo, os tubos foram centrifugados a 1700
x g, por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi
ressuspendido em 1 mL de solugao antimicrobiana contendo acido nalidixico
(50 mg/L), cloridrato de vancomicina (50 mg/L) e anfotericina B (150 mg/L).
Desta suspensao, 150 yL foram inoculados em quatro tubos de meio HEYM
inclinado, sendo dois contendo micobactina J e dois sem o sideréforo. O
restante da suspensao foi transferido para tubos de polipropileno de 1,5 mL
autoclavados que foram mantidos a 8°C, para reinoculacdo em caso de
contaminagdes nos tubos com meio de cultura. Os tubos foram incubados a
37°C e monitorados semanalmente, durante 18 semanas, para a verificagao de

crescimento de Map ou eventuais contaminagdes.

Processamento das amostras de leite

O processamento das amostras de leite das cabras seguiu a metodologia
descrita por Pillai & Jayarao (2002). Foram centrifugados 40 mL de leite a 1950
X g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e, ao sedimento,
foram adicionados 200 uL de tampéao salina fosfato (PBS), pH 7,2. Em seguida,
a suspensao foi dividida em duas partes: a primeira para extracdo de DNA e a
segunda para cultivo de MAP.

A primeira parte da suspenséo foi novamente centrifugada a 1950 x g, por 5
minutos. O sedimento foi lavado duas vezes com 1 mL de PBS pH 7,2
centrifugados e a 1950 x g, por 5 minutos em cada lavagem. Em seguida, o
sedimento foi ressuspendido em tubos de polipropileno de 1,5 mL previamente
autoclavados, contendo 250 uL de PBS, pH 7,2 e os tubos foram armazenados
a 8°C e reservados para o teste molecular.

A segunda parte da suspensdo, foram adicionados 15 mL de HPC 0,75%
em tubos de polipropileno de 50 mL e deixados por 5 horas a temperatura
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ambiente. ApoOs esse periodo, os tubos foram centrifugados a 1800 x g, por 15
minutos, a temperatura ambiente e, posteriormente, o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de solug&o antimicrobiana
contendo acido nalidixico (50 mg/L), cloridrato de vancomicina (50 mg/L) e
anfotericina B (150 mg/L). Desta suspensdo, 150 uL foram inoculados em
quatro tubos contendo meio HEYM inclinado, dois deles com Micobactina J e
dois sem o sideréforo. O restante da suspensdo das amostras de leite foi
submetido ao mesmo procedimento descrito no processamento das amostras
de fezes. Os tubos foram incubados a 37°C e monitorados semanalmente,
durante 18 semanas, para a verificagdo de crescimento de Map ou eventuais

contaminagdes.

4.5 Analise molecular

Reacéao da polimerase em cadeia (PCR) convencional — 1S900

As amostras de leite e as colbnias suspeitas (de tubos contendo
amostras de fezes ou leite) foram submetidas a extracado de DNA através do kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, EUA) e o
protocolo seguiu as recomendagdes do fabricante, com o armazenamento do
DNA a -20°C para posterior utilizacdo. Para a realizacao dos testes de PCR foi
utilizado o kit Tag® Green Master Mix (Promega), segundo o manual de
instru¢cdes do fabricante. Foram realizadas reagbes de PCR convencional
utilizando um conjunto de oligonucleotideos: BN1 (5-
GTTATTAACGACGACGCGGAGC-3’) e BN2 (5-ACGATGCTGTGTTGGGCGTTAG-
3’), com base na sequéncia de inserg¢ao 1S900 (Sivakumar et al., 2005) (Tabela
3). Esta metodologia foi padronizada anteriormente no Laboratorio de Doencas
Bacterianas (Ldbac) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), por Carvalho et
al. (2009).

Quadro 3: Etapas da reacao de PCR para a detecgdo de 1IS900 em amostras de leite e

nos isolados suspeitos.

Referéncia | Desnaturagdo | Numero Ciclo Extensdo | Fragmento

inicial de final
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ciclos
Sivakumar | 94°C/ 4 min 30 94°C/1min; 72°C/4min 626 pb
et al. 60°C/1min;
(2005) 72°C/1min

Apods na amplificagdo no termociclador (NYXTechnic), os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, executada a 100 volts
por 45 minutos. Apds a corrida, o gel de agarose foi corado em banho de Gel
Red por 30 minutos. Os amplicons foram visualizados no transiluminador.

As amostras consideradas positivas foram sequenciadas no Laboratoério
Nacional Agropecuario (Lanagro/MG) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Para tal, foi utiizado o método de Sanger no
equipamento 3500 (Life Technologies). Apds a montagem dos contigs, as
sequéncias foram submetidas ao Blast (Basic Local Alignment Search Tool —

disponivel em blast.ncbi.nlm.nih.gov) para verificagao de identidade.

Reacao da polimerase em cadeia convencional — 1S1311

As amostras positivas na PCR convencional (IS900) foram submetidas a
PCR convencional para deteccdo de IS713171 e posterior analise de restricao
enzimatica (REA), que foi realizada no Lanagro/MG.

Para a PCR, foi utilizado o kit Taq® Green Master Mix (Promega),
segundo o manual de instrugdes do fabricante. Os primers utilizados foram
M56 (5-GCGTGAGGCTCTGTGGTGAA-3) e M119 (5-
ATGACGACCGCTTGGGAGAC-3'), e detectavam IS1311 (Tabela 4).

A eletroforese posterior a amplificagdo no termociclador (NYXTecnic) foi
realizada em gel de agarose 2%, a 90 volts por 120 minutos, sendo
posteriormente corado por 30 minutos em banho de Gel Red. Os amplicons

foram visualizados no transiluminador.

Quadro 4: Etapas da PCR para detecgao de IS737117 nos isolados de Map.

Referéncia | Desnaturacdo | Numero Ciclo Extensdo | Fragmento
inicial de ciclos final
Whittington 94°C/2 min 37 94°C/30seg; | 72°C/5 min 608 pb
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et al. (1998) 62°C/15seg;
72°C/1 min

As amostras consideradas positivas foram sequenciadas nho
Lanagro/MG. Para tal, foi utilizado o método de Sanger no equipamento 3500
(Life Technologies). Apdés a montagem dos contigs, as sequéncias foram
submetidas ao Blast (Basic Local Alignment Search Tool — disponivel em

blast.ncbi.nim.nih.gov) para verificagdo de identidade.

Anadlise de restricao enzimatica (REA)

A analise de restricdo enzimatica foi realizada segundo Whittington et al.
(1998) e Marsh et al. (1999). Essa etapa foi realizada no Lanagro/MG. Foram
utilizadas as enzimas Hinfl (Promega) e Msel (NEB).

A reacao de restricdo enzimatica foi incubada em banho-maria a 37°C
por duas horas e, em seguida, submetida a eletroforese em gel de agarose 2%,
a 90 volts por 90 minutos. Apds a corrida, o gel de agarose foi corado em
banho de Gel Red por 30 minutos. A interpretacdo dos resultados seguiu a

tabela 5 e a figura 6.

Quadro 5: Produtos gerados pela restricdo enzimatica com as enzimas Msel e Hinfl
(Whittington et al., 1998).

Espécies Produtos (pb)
Map sheep (S) 285, 323
Map cattle (C) 67, 218, 285, 323
Map bison (B) 67, 218, 323

M. avium 134, 189, 235
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Figura 6: Resultados tipicos de andlise de restricdo enzimatica com as enzimas Msel e
Hinfl do produto da PCR com IS7377 com M. avium subsp. avium (coluna 1) e Map
tipo B-bison (coluna 2), C-cattle (coluna 3) e S-sheep (coluna 4) (Fonte: Whittington et
al., 2001).
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5. Resultados e Discussao

Foram amostradas dez propriedades na Zona da Mata de Minas Gerais,
sendo uma propriedade na microrregido de Vigosa, duas na de Manhuagu,
duas na de Muriaé, trés na de Juiz de Fora, uma na de Cataguases e uma na
de Uba, atendendo a proporcao citada na tabela 6, totalizando 467 animais
selecionados, conforme a tabela 7. O contato com os produtores, as visitas as

propriedades e a coleta das amostras ocorreram entre agosto de 2013 e julho
de 2014.

Tabela 1: Distribuicdo das propriedades produtoras de leite de cabra nas microrregides
da Zona da Mata de Minas Gerais.

Microrregioes Numero de Porcentagem

propriedades

Cataguases 6 14,63%
Juiz de Fora 13 31,71%
Manhuacu 8 19,51%
Muriaé 9 21,95%
Ponte Nova 1 2,40%
Uba 2 4,88%
Vigosa 2 4,88%
TOTAL 41 100%

Tabela 2: Quantidade de propriedades e animais selecionados, por microrregidao da
Zona da Mata de Minas Gerais.

Microrregiao Numero de propriedades NuUmero de animais
selecionadas selecionados

Vigcosa 01 90
Uba 01 32
Juiz de Fora 03 174
Manhuacu 02 82
Muriaé 02 76
Cataguases 01 13
TOTAL 10 467

5.1 Analise descritiva das propriedades
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Os entrevistados eram proprietarios (70%), arrendatarios (20%) ou
funcionarios (10%) da propriedade (Figura 7), e tinham, em média, 42 anos,
sendo todos do sexo masculino. Na implantacdo de programas de
desenvolvimento, a faixa etaria do publico com o qual ira se trabalhar torna-se
um fator importante, uma vez que no geral, os jovens demonstram maior
adaptabilidade as mudangas (Guimaraes, 2006). No Brasil, o produtor esta em
regime de propriedade e arrendamento em relacao a terra em 73,43% e 3,16%
dos estabelecimentos criadores de caprinos e ovinos, respectivamente (IBGE,
2006). Em média, os entrevistados trabalhavam com a espécie caprina ha 12,9

anos, sendo que 40% ha menos de 10 anos.

20%
Arrendatarios

70%
Proprietarios

10%
Funciondrios

Figura 7: Regime ao qual os entrevistados estavam inseridos, em relacdo aos

estabelecimentos produtores de leite de cabra amostrados.

Todos os entrevistados tinham pelo menos ensino fundamental completo
e 40% iniciaram seus estudos no ensino superior, tendo sido concluido por
30%. Estes dados revelam a relativa educagao formal dos responsaveis pelo

manejo dos animais (Figura 8).
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Figura 8: Escolaridade dos produtores de leite de cabra da Zona da Mata de Minas

Gerais entrevistados neste estudo.

A caprinocultura foi considerada atividade principal pela metade dos
entrevistados. Outras atividades concomitantes observadas eram a producao
de cachaga, de café e de leite de vaca. Este dado revela a expansao da
caprinocultura leiteira na Zona da Mata de Minas Gerais, visto que muitos
proprietarios tém como principal ou unica fonte de renda esta atividade.

Neste estudo, houve predominédncia de pequenas propriedades: 80%
tinham menos de 100 hectares (em média, 10,03 hectares). Estes dados séo
compativeis com os dos Censos Agropecuarios de 1996 e 2006, nos quais
56% e 81% das propriedades tinham menos de 100 hectares, respectivamente
(IBGE, 1996; IBGE, 2006). Em cinco estabelecimentos visitados, menos de
20% da sua area total era utilizada com caprinos; em trés era utilizado mais de
45% e dois entrevistados ndo souberam responder (Figura 9). Havia

fornecimento de energia elétrica em todas as propriedades.
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Figura 9: Porcentagem de uso da terra com caprinocultura em oito propriedades

visitadas na Zona da Mata de Minas Gerais.

A caprinocultura leiteira foi considerada rentavel por 70% dos
entrevistados. Dois produtores que a consideraram nio rentavel ainda estavam
em fase de investimentos em infraestrutura e/ou compra de animais e uma
propriedade produzia leite de cabra sem fins lucrativos, apenas de reposi¢céao
de gastos. O leite € uma atividade com pouca margem de lucro por litro;
portanto, € imprescindivel o volume de produgcdo. Até o presente momento,
poucos estudos de viabilidade econdmica de sistemas de producao de leite de
cabra foram conduzidos (Silva et al., 2012).

Todas as criagdes amostradas criavam cabras objetivando a produgao
de leite, e faziam uso do regime de confinamento. Segundo Borges (2003), no
sistema intensivo confinado, é essencial a alimentacdo volumosa e
concentrada de alta qualidade o ano todo, ampliando a complexidade do
sistema. Um aspecto importante € que o conhecimento tecnoldgico para
eficiéncia do sistema confinado também deve ser maior, devido aos animais
serem levados ao limite do seu potencial de produgéo, almejando o aumento
da produtividade. O sistema requer mao-de-obra qualificada para atender as
exigéncias de manejo nutricional, reprodutivo e sanitario de um rebanho
especializado.

Gouveia et al. (2009) estudaram a caprinocultura leiteira no estado de

Minas Gerais. Das 84 propriedades amostradas, 83 (99,0%) criavam caprinos
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para producado de leite em regime intensivo. Magalhdes et al. (1985), em
levantamento realizado em Rio de Janeiro e em Minas Gerais, encontraram
54,2% dos criatérios com caprinos em regime intensivo e 45,8% em regime
semi-intensivo. O aumento do percentual de propriedades com regimes
intensivos se deu em fungcdo da maior facilidade de controle das
endoparasitoses e maior produtividade (Gouveia et al., 2009).

Havia pelo menos um empregado em 60% das propriedades, o que
demonstra a capacidade de geracdo de empregos da caprinocultura leiteira na
Zona da Mata. Entretanto, a mao-de-obra familiar ainda estava presente em
propriedades com menor producdo de leite e/ou que haviam iniciado suas
atividades ha pouco tempo. Em média, havia 4,17 empregados nas
propriedades. Entretanto, a mediana foi de 2,5 empregados, em uma
distribuicdo modal (moda = 2). A diferenca entre os dois valores deve-se ao
fato de que em uma propriedade havia 13 (treze) empregados, e nas demais
havia apenas dois ou trés. A utilizacdo de mao-de-obra eficiente € uma questao
importante quando se considera o custo de produgao do leite produzido em
confinamento, estando atras somente dos custos com alimentacdo (Borges,
2003).

Todos os entrevistados vendiam o leite para consumo, e o preco médio
foi de R$ 1,67 por litro, sendo que 60% o vendiam por R$ 1,70, valor acima das
médias nacional (R$ 1,22), regional (R$ 1,67) e estadual (R$ 1,40) (IBGE,
2006). Entretanto, como o Censo Agropecuario é realizado de dez em dez anos
no Brasil, esta diferenga pode ter ocorrido devido a inflagao.

Havia entre 47 e 550 animais em cada propriedade, com média de 165 e
mediana de 134,5 animais. De acordo com o Censo Agropecuario de 2006
(IBGE, 2006), existem, em média, 15,66 animais em cada estabelecimento
criador de caprinos da regido Sudeste. Entretanto, neste estudo a média foi
superior, pois foram considerados apenas rebanhos de produgcdo comercial, e
no Censo sdo considerados todos os estabelecimentos que criam caprinos,
com ou sem fins de produgao e/ou comércio.

A escolha da raga a ser explorada deve considerar o objetivo da criagao,
0 ambiente, o sistema de manejo e a produgdo a ser obtida (Borges &
Gongalves, 2002). Como é visto na Figura 10, a principal raga explorada foi
Saanen (Figura 11), em nove (90%) propriedades, sendo que em trés destas

33



também havia animais da raga Parda Alpina (Figura 12). Uma (10%)
propriedade explorava exclusivamente animais pardos. Ambas as racas
possuem aptidao leiteira, sendo a Saanen, apontada como a raga de maior
produgao leiteira, de origem suica e a Parda Alpina de origem dos Alpes
franceses e suicos (Borges & Gongalves, 2002). Nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, predominam as ragas exoéticas de origem europeia: Saanen, Parda
Alpina, Toggenburg e Anglo Nubiana, especializadas para a produgao de leite,
e animais oriundos de cruzamento dessas ragas. Embora presente ha algumas
décadas, pouco se conhece sobre o desempenho dessas ragas e sao
escassas as estimativas de parédmetros genéticos das caracteristicas
produtivas no Brasil com um numero consistente de observagdes (Gongalves et
al., 2001).

Apenas Parda
Alpina
10%

Saanen +
Parda Alpina
30%

Figura 10: Distribuicdo das racas exploradas nas propriedades produtoras de leite de

cabra da mesorregiao da Zona da Mata de Minas Gerais.
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Figura 11: Exemplo de animal da raga Saanen, de aptidao leiteira. Fonte: Capritec
(Disponivel em: http://www.capritec.com.br/csa/Rebanho/Saanen/Reb-
Saa.htm#Caracteristicas. Acesso em: 07/10/2014 as 08h24min.)

Figura 12: Animal da raga Parda Alpina, de aptiddao leiteira (Fonte:
http://www.brasilfarmavet.com.br/products/parda-alpina/. Acesso em 07/10/14, as
08h39min).

Havia, em média, 60,4 cabras em lactacdo em cada propriedade. A
mediana deste dado foi de 54,5 animais em lactacdo. A média geral de
producao de leite foi de 140,25 litros por dia e 2,55 litros por animal por dia. A
producao leiteira pode ser influenciada pela duragdo da lactagdo, ano e
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estacdo do parto, idade do animal ao parto, sistema de alimentacdo, o estado
sanitario dos animais, entre outros fatores (Cabrita, 2013).

Nas propriedades que exploravam apenas cabras da raga Saanen, a
média foi de 2,73 litros por animal por dia, e nas propriedades que exploravam
as duas racas a média foi de 2,27 litros por animal por dia. Somente uma
propriedade explorava apenas a raca Parda Alpina, com média de producao de
2,3 litros por animal por dia. A diferenga nestes valores pode ser devido a
diversos fatores, como manejo e ambiente, mas também ha influéncia genética
da raga e esses dados confirmam a raga Saanen como grande produtora de
leite.

Todas as propriedades submetiam os animais a duas ordenhas diarias.
O periodo médio de lactagao das cabras foi de 282,5 dias, sendo que 70% das
propriedades mantinham os animais em producéo por pelo menos 300 dias.

Os animais em lactacao ficavam em instalacdes de piso ripado suspenso
em 70% dos estabelecimentos produtores, e 30% fazia o uso da cama de
serragem (20%) ou de bagaco de cana-de-agucar (10%). A principal vantagem
do uso de piso suspenso é o fato dos animais ficarem afastados da umidade,
sendo uma alternativa viavel em regides muito umidas ou onde seja dificil a
aquisicdo de material para a cama (Borges & Bresslau, 2002). As instalagdes
com piso de cama demandam menores investimentos na sua implementacgao,
entretanto, quanto ao aspecto sanitario, Costa & Vieira (1987) ndo observaram
reducdo na carga de parasitos entre os caprinos mantidos nos dois tipos de
instalagao. Cordeiro et al. (2001) avaliaram a influéncia do tipo de piso sobre a
saude da glandula mamaria de caprinos leiteiros e observaram contagens de
células somaticas significativamente menores em cabras mantidas em cama
quando comparadas aquelas mantidas em piso ripado suspenso.

Os animais eram identificados individualmente em nove (90%)
propriedades, de diversas maneiras: apenas com coleiras (44%), apenas com
brincos (11%), apenas com tatuagem (22%) ou com tatuagem e coleira (22%).
A identificacao individual dos animais € importante para o controle zootécnico e
sanitario, pois desse modo € possivel ter o histérico de doencas de cada
animal e o seu desempenho produtivo e reprodutivo. Gouveia et al. (2009)

encontraram 74% dos criatorios leiteiros com uso de identificagéo individual,
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diferente de Guimardes (2006), que encontrou apenas 7,5% de uso dessa
ferramenta em criatorios de corte.

A taxa de mortalidade anual entre os animais adultos variou bastante,
como ¢é visto na Figura 13. Um dado importante é que 30% das propriedades
perdiam pelo menos 5% dos seus animais adultos ao ano. Esse valor pode ser
devido a erros de manejo no que se refere ao controle e prevengcédo de

doengas.

mAtel1% MBAte2% MBAté3% mAted% mMaisque 5%

Figura 13: Mortalidade de animais adultos das propriedades produtoras de leite de

cabra na mesorregiao da Zona da Mata de Minas Gerais.

Quatro (40%) propriedades realizavam ordenha manual e, destas, uma
nao fazia uso da sala de ordenha. Todas as propriedades que realizavam
ordenha mecéanica mantinham uma rotina de higiene com pré e pos-dipping. O
pré-dipping € uma importante ferramenta para reduzir a contaminacgao da pele
dos tetos, ficando evidente o potencial risco a contaminagao do leite quando
nao praticado (Miguel et al., 2012). Duas propriedades que realizavam ordenha
manual ndo realizavam a higiene através do uso das solugbes de pré e pés-
dipping. Uma delas apenas desprezava os trés primeiros jatos de leite, e a
outra propriedade limpava os tetos com uma flanela imersa em solugao de
cloro, comum a todos os animais.

A agua de consumo dos animais era do sistema publico de
abastecimento em 20% das propriedades. As fontes alternativas (80%)

consistiam em mina (20%), poco artesiano (30%), pogo semi-artesiano (20%) e
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nascente (10%). A baixa freqiéncia de agua tratada nos estabelecimentos
pode ser considerada um risco aos animais, pois a agua pode ser um veiculo
de transmissdo de Map e de outros agentes patogénicos (Radostits et al.,
2002).

A limpeza dos bebedouros era realizada em todas as propriedades, com
frequéncias variadas, conforme a Figura 14. Esta limpeza tem importancia
significativa na prevenc¢ao de doengas, pois ao haver o acumulo de sujidades e
de micro-organismos, esses podem formar biofilmes, o que pode dificultar a
sua retirada posterior por simples remogao mecanica. Map é capaz de formar
biofilmes rapidamente em bebedouros de animais, o que exerce papel crucial
na patogenicidade dessa bactéria e a torna mais resistente ao estresse

quimico, favorecendo sua sobrevivéncia no ambiente (Singh et al., 2013).

Diariamente 10%

1]

1xano 10%

Ndo soube informar 20%

2xsemana 30%

1xsemana 30%

|

Figura 14: Frequéncia de limpeza dos bebedouros nas propriedades produtoras de

leite de cabra na mesorregiao da Zona da Mata de Minas Gerais.

Apenas um (10%) estabelecimento contava com a assisténcia
veterinaria, semanalmente. Na Zona da Mata de Minas Gerais, ndo ha muitos
meédicos veterinarios especializados em caprinos, 0 que leva os produtores a
procura-los apenas quando o rebanho enfrenta alguma situagdo mais grave.
Um estudo realizado por Freitas et al. (2015) revelou que, na regido semi-arida
do pais, 93% dos produtores de leite de cabra ndo contam com assisténcia

veterinaria. A falta de assisténcia € um fator critico da produgao, pois leva a
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possiveis erros de manejo, principalmente no que se refere a prevencgéao,
controle e tratamento de doengas. Produtores que ndao possuem assisténcia
técnica compdem o grupo de maior risco, pelos menores critérios sanitarios a
que sao submetidos, e apresentam maior sujeicdo aos processos de
disseminagao de agentes patogénicos (Guimaraes, 2006).

O dado acima & compativel e agravado pelo fato de que 60% dos
entrevistados ndo realizavam vacinacdo dos animais. Aqueles que a
realizavam, vacinavam contra apenas clostridioses (10%), clostridioses e raiva
(20%) ou clostridioses, raiva e leptospirose (10%). As doengas causadas por
bactérias do género Clostridium sao infecgbes ou intoxicagdes frequentemente
fatais e apresentam alto risco para as criagdes de caprinos, devido as grandes
perdas econdmicas e dos problemas de ordem sanitaria que acarretam (Veschi
et al., 2010).

Quando perguntados sobre as principais doengas que acometem o seu
rebanho, 30% dos entrevistados responderam que a mastite € considerada um
problema sanitario e econbmico. Considerando-se que o preenchimento de
todos os critérios desejaveis de qualidade depende de um programa de saude
para o rebanho, baseado principalmente em medidas de prevencido e adocéo
de praticas de higiene adequadas, a mastite € considerada uma enfermidade
de grande importancia nos sistemas de exploragao pecuaria, sobretudo devido
aos prejuizos causados pela reducédo na producao e pela baixa qualidade do
leite produzido (Souza et al., 2014). A linfadenite caseosa foi considerada um
problema em 70% das propriedades. Essa doenca é causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis, e causa grandes prejuizos a
caprinovinocultura brasileira (Carminati et al., 2003). De acordo com Alves &
Olander (1999), a desvalorizagdo da pele chega a 40%, ocorre significativa
diminuicdo na producéo de leite, além do aumento de custo de producéo pela
exigéncia do uso de medicamentos e de mao-de-obra para tratamento dos
granulomas superficiais.

A area de isolamento para animais doentes estava ausente em 30% dos
estabelecimentos, o que pode favorecer a transmissédo de agentes entre
animais doentes e sadios. Freitas et al. (2015) encontraram 58% de auséncia
desse tipo de manejo na regidao semi-arida do Brasil. Os destinos dos estercos
foram a capineira (60%) e a lavoura (40%), e os animais mortos eram
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enterrados em todas as propriedades. O costume de enterrar as carcagas,
além do custo, tem como objecdo a possibilidade da contaminagao do lencol
freatico. A compostagem € um método econémico e ambientalmente correto de
destino dos animais mortos por permitir a reciclagem desses residuos
organicos, exigindo menor uso de mao de obra, quando comparado a alguns
dos outros métodos, embora necessite de critérios rigidos para sua execugao,
mas € uma alternativa viavel para o criador. Conduzida corretamente, a
compostagem nao causa polui¢ao, evita a formagao de odores, destroi agentes
patogénicos e fornece como produto final um composto organico que pode ser
utilizado no solo (Embrapa).

Apenas um (10%) entrevistado relatou ndo ter o habito de consumir o
leite produzido em sua propriedade. Entre aqueles que o consumiam, 88,89%
realizavam a fervura antes do consumo. Este dado revela um risco ao qual os
consumidores estdo submetidos, quando consomem leite de cabra sem um
tratamento térmico prévio. Além disso, ha relatos de micro-organismos
resistentes ao processo de pasteurizagdo. No caso especifico da
paratuberculose, alguns estudos (Shankar et al.,, 2010; Carvalho et al. 2012)
recuperaram cepas viaveis de Map de leite de vaca pasteurizado.

O consumo de leite de cabra em paises em desenvolvimento é bastante
diverso e determinado por situagdes culturais e condigcbes econdmicas e esta
relacionado aos padrdes de vida, mas geralmente € baixo. A maior parte do
leite de cabra produzido é auto-consumido ou vendido localmente através do
comércio informal. E dificil estabelecer a quantidade de leite produzida e auto-
consumida ou vendida no mercado local devido a falta de dados estatisticos
mundiais sobre o leite de cabra (Dubeuf, 2010).

Apenas um (10%) entrevistado relatou n&o ter o habito de realizar a cura
do umbigo dos animais recém-nascidos. Entre aqueles que a realizavam, todos
a faziam com solugéo de iodo a 10%. Esta pratica € de suma importancia, visto
que evita a entrada de micro-organismos patogénicos no corpo do animal
neonato. No caso da paratuberculose, os animais sao mais suscetiveis a
infeccdo nos primeiros meses de vida. Ruminantes adultos sdo mais dificeis de
serem infectados, pois desenvolve resisténcia associada a idade (Kennedy &

Benedictus, 2001).Portanto, essa pratica pode evitar que o contato do corpo do
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recém-nascido com fezes e com o solo contaminados leve a introdugao de Map
No seu organismo.

A limpeza e a desinfeccdo das instalacbes ocorriam em frequéncias
variadas: a cada 60 dias (40%), uma (10%) ou duas (20%) vezes ao ano, duas
vezes ao més (10%) ou uma vez na semana (10%). Um entrevistado nao
soube responder. O método de desinfeccdo mais utilizado foi o uso de
vassoura de fogo e cal (60%). Outros métodos utilizados foram apenas cal
(10%), apenas vassoura de fogo (20%) e cal e solugdo de amoénia quartenaria
(10%). A periodicidade com que devem ser feitas a limpeza e a desinfecgao
depende do numero de animais, das condigdes ambientais, do tipo de piso, do
sistema de exploracdo e do tipo de instalagdes utilizadas na propriedade. A
limpeza é fundamental para a retirada de matéria organica e micro-organismos,
0 que possibilita melhor acdo das solugdes desinfetantes.

Havia, em todas as propriedades, outras espécies animais em contato
direto e/ou indireto com os caprinos em producao. A espécie mais prevalente
foram os caes (80%), seguida dos equinos e gatos (70%). (Figura 15). Esse
contato entre as espécies favorece a disseminacdo de agentes patogénicos e
aumenta o risco de os animais desenvolverem determinas doencas comuns a

essas especies.

80%

70% 70%
60%
40%
30%

Caes Gatos Equinos Aves Bovinos Ovinos

Figura 15: Porcentagem de presenca de outras espécies nas propriedades de caprinos
leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais.
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Quanto a alimentagado dos animais, 90% dos entrevistados produziam e
compravam os alimentos. Apenas um (10%) relatou n&o ter o habito de
compra-los, apenas produzi-los, mesmo em épocas de seca. Nessas épocas, €
necessario ter mais atencdo quanto a alimentagdo, devido a escassez de
determinadas culturas. A produgao de leite vinculada a produgéo de volumosos
de boa qualidade minimiza a necessidade de compra, o que diminui o custo
alimentar por litro de leite produzido (Borges, 2003). A produgao e a qualidade
do leite de cabra estao diretamente relacionadas ao tipo e a qualidade da dieta
dos animais, além de outros fatores, como a raga, o periodo de lactagéo, o
clima e a combinagdo destes com outros fatores. O manejo alimentar é
determinante na producao e composicao do leite e relaciona-se a quantidade e
qualidade da dieta (Zambom et al., 2005).

Todos os entrevistados realizavam o aleitamento artificial dos animais
recém-nascidos, com leite de cabra (40%), de vaca (40%), leite em pd das
duas espécies (10%) ou sucedaneo (10%). Quanto ao tratamento prévio, 20%
dos entrevistados pasteurizavam o leite, 10% realizavam a fervura e 10% o
deixavam em banho-maria a 56°C por uma hora. Entretanto, seis (60%)
participantes relataram nao realizar nenhum tipo de tratamento térmico. Este
dado é importante, considerando-se a sanidade dos filhotes, pois o leite € uma
via importante de transmissdo de Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis e micro-organismos patogénicos (Freitas et al., 2015).

O intervalo entre partos (IP) foi de 12 meses em 70% das propriedades,
e inferior a 12 meses em 30%; e é definido como o periodo compreendido entre
duas pari¢cdes, sendo considerado um dos melhores parametros para medir a
eficiéncia reprodutiva de um rebanho (Terril & Foote, 1987). No Brasil, estudos
com a espécie caprina demonstram que o IP é alto em racas especializadas,
devido ao efeito da estacionalidade reprodutiva nesses animais, enquanto que,
para 0s caprinos nativos de regides tropicais, onde a influéncia da
sazonalidade ¢é baixa, observam-se intervalos com melhores indices
(Gongalves et al., 1997). O IP é uma caracteristica que pode interferir
diretamente na rentabilidade de uma exploracdo. Além disso, limita a
intensidade de selegcédo, uma vez que o prolongamento do IP diminui 0 numero
de cabritos desmamados e aumenta o intervalo de geragdes (Gongalves et al.,
2002).
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Todos os entrevistados relataram utilizar como sistema de reproducéo a
monta controlada, e 50% destes também realizava a inseminacgao artificial. A
origem do reprodutor era de outra propriedade (70%), dela mesma (10%) ou
havia reprodutores de origens distintas (20%). A introducdo de animais de
outros rebanhos sem a realizagao prévia de testes diagnésticos € um fator que
pode contribuir para a introdugao e disseminagao de patdégenos, como Map, no
rebanho. O unico método que consegue garantir que um animal infectado nao
sera introduzido em um rebanho livre da doenca € a manutencado do rebanho
fechado (Lilenbaum et al., 2007).

Com esse estudo, foi possivel analisar e caracterizar os diferentes
modos de produgéo de leite de cabra empregados na Zona da Mata de Minas
Gerais. Os produtores tém relativa instrugdo, mas ainda convivem com a baixa
produtividade e o baixo rendimento da sua produgédo, o que leva a maioria a
necessitar de outras fontes de renda. O incentivo governamental exerce papel
fundamental na mudanga do cenario atual da caprinocultura leiteira dessa
mesorregiao.

O desenvolvimento de sistemas de producédo de leite de cabra esta
relacionado ao planejamento regional e local. Os caprinos tém o potencial de
usar terras marginais, mas requer investimentos em infraestrutura e
treinamento. Entretanto, os produtos derivados de cabra competirdo com
outros produtos por um espag¢o no mercado de acordo com as potencialidades
locais. O crescente interesse em produtos lacteos de caprinos no mundo inteiro
significa que a situagao favoravel atual tera que ser consolidada para explorar o
comportamento do consumidor e todas as oportunidades potenciais do
mercado (Dubeuf, 2010).

5.2 Deteccao de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Onze (2,36%) animais foram considerados positivos para a presenga de
Map, nas analises microbiolégicas e moleculares, em quatro (40%)
propriedades.

Para o diagnéstico de infecgao por Map, a escolha do teste diagndstico é

essencial para o sucesso dos programas de controle, mas isso depende do
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objetivo e deve, invariavelmente, envolver multiplos testes nos casos de
infecc&o crénica por Map (Barad et al., 2014).

No Brasil, dados sobre a paratuberculose em rebanhos de caprinos sao
escassos, 0 que destaca a necessidade de estudos epidemioldgicos para
pesquisar a prevaléncia da doenca e identificar fatores que possam contribuir

para a disseminacao do agente (Freitas et al., 2015).

Teste microbiolégico em meio HEYM

Foram cultivadas em meio HEYM 467 amostras de fezes e 464 amostras
de leite. Essa diferenga ocorreu devido a perdas durante o transporte das
amostras.

Duas amostras de fezes (0,43%) obtiveram crescimento bacteriano
caracteristico de Map (Figuras 16.A e 16.B), pois apresentaram crescimento
em 13 e 16 semanas, respectivamente, com colénias ndo pigmentadas e
inicialmente lisas e pequenas que, posteriormente, tornaram-se maiores. Além
disso, essas amostras nao apresentaram crescimento em tubos sem
micobactina J. As cepas de Map pigmentadas foram isoladas apenas em casos
de paratuberculose lepromatosa ovina, nos quais o intestino aparece amarelo
ou alaranjado, provavelmente devido ao grande numero de organismos
presentes nas lesdes (Stevenson et al., 2002).

Foi realizada a extracdo de DNA destas colbnias e realizada a PCR
convencional para deteccao de IS900 e o posterior sequenciamento, que
confirmaram as suspeitas.

N&o houve crescimento nos tubos de meio HEYM contendo amostras de
leite. Considerando as dificuldades de cultivo in vitro de Map e o fato de que a
eliminacdo do agente nas fezes € mais significativa que no leite (Larsen et al.,
1975), esses resultados encontram-se dentro do esperado para esse tipo de

patdgeno.
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Figura 16.A

Figuras 16.A e 16.B: Colbénias tipicas de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis em meio HEYM com micobactina, a partir de amostras fecais de

cabras leiteiras da Zona da Mata de Minas Gerais.

Apenas um dos dois animais considerados positivos no crescimento in
vitro apresentava emaciagdo no dia da coleta das amostras, sem relatos de
sinais anteriores sugestivos de paratuberculose. As amostras de leite desses
animais nao apresentaram resultado positivo na PCR convencional para
deteccao de 1S900. Tal observacdo é compativel com o segundo estagio da
doencga, no qual ha eliminagdo do agente, principalmente nas fezes, mas o
animal nao apresenta sinais clinicos (Sibley, 2005). Kruze et al. (2006)
relataram um caso de paratuberculose clinica em uma cabra com 12 anos de
idade, que apresentava emaciagdo (apesar da manutengdo do apetite) e
pelagem seca e aspera, sem evidéncia de diarreia. Esse animal apresentou
resultado positivo no cultivo em meio HEYM, sorologia e PCR-IS900.

Os resultados deste estudo sdo compativeis com outros realizados
anteriormente (Coelho et al., 2008; Dimareli-Malli et al., 2009; Medeiros et al.,
2012, Barad et al., 2014), nos quais o baixo percentual de isolamento de Map

confirma a baixa sensibilidade do isolamento para o diagndstico individual da
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paratuberculose. Além disso, o isolamento de Map ¢é dificil a partir de animais
subclinicos, devido a eliminagao intermitente e baixo numero de bactérias nas
fezes e no leite (Whipple et al., 1991).

Dimareli-Malli et al., em 2013, estudaram as caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de cepas de Map isoladas de pequenos ruminantes e concluiram
que, para o isolamento primario de Map, o ideal € usar o meio M7H11
isoladamente ou, ainda, uma combinacdo dos meios M7H11 e HEYM, que
aumenta o crescimento dos principais tipos de Map e reduz o periodo de
incubacédo a 37°C. O fato de esse estudo ter utilizado apenas o meio HEYM
pode ter limitado o crescimento de algumas cepas de Map.

Apesar de algumas desvantagens, a cultura fecal ainda é considerada o
teste mais confiavel para a deteccdo de Map em animais com infeccéo
subclinica e permanece como o “padrdao ouro” para o diagnostico de

paratuberculose (Stabel, 1997).

Teste molecular

O diagnostico baseado na detecgao de sequéncia especifica de 1S900
através da PCR é considerado um método alternativo ao cultivo, com rapidez
nos resultados (Sivakumar et al., 2005).

Nove (1,94%) amostras de leite apresentaram resultados positivos na
PCR convencional para deteccao de 1S900, confirmados pelo sequenciamento
no Lanagro/MG. Além disso, como citado anteriormente, as duas amostras de
fezes com crescimento caracteristico em meio HEYM foram submetidas a PCR
e ao sequenciamento, e confirmadas como Map. Todas as amostras
sequenciadas apresentaram 94 a 99% de similaridade com a cepa K-10 de
Map.

O leite tem sido sugerido como um possivel veiculo de transmissao de
Map para humanos (Grant et al., 2001). Neste estudo, foi observado que 90%
dos entrevistados consomem o leite produzido em seu estabelecimento, mas
que a fervura ainda ndao € um método utilizado por todos. Esse achado
representa um risco a saude publica, considerando a possivel associagao entre

a presenca de Map e o desenvolvimento da doenca de Crohn em humanos.
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A prevaléncia de infecgdo por Map nos caprinos leiteiros da Zona da
Mata foi de 2,36% (11/467), sendo duas amostras de fezes positivas no cultivo
em meio HEYM e nove amostras de leite positivas na PCR.

Todas as amostras positivas foram submetidas a PCR para detecg¢ao de
IS1371, que confirmou, mais uma vez, a identidade de Map, com posterior
sequenciamento e analise de restricado enzimatica com as enzimas Msel e Hinfl
para caracterizar os isolados.

O local de restricao da enzima Hinfl diferencia entre as cepas tipo S
(sheep) e tipo C (cattle) de Map (Figura 17) e o local de restricdo da enzima
Msel em M. avium distingue essa espécie de Map (Figura 18) (Marsh et al.,
1999). Como os onze isolados testados eram de Map, a digestdo com Msel

nao ocorreu, gerando produtos com 608 pb (Figura 18).
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Figura 17: Analise de restricdo enzimatica das amostras, em gel de agarose 2%, com

a enzima Hinfl. MM = marcador molecular de 100bp; CP = controle positivo de Map.
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Figura 18: Analise de restricdo enzimatica das amostras, em gel de agarose 2%, com

a enzima Msel. MM = marcador molecular de 100bp; CP = controle positivo de Map.

Todas as amostras foram caracterizadas como sendo do tipo C (cattle),
com demonstragao das bandas compativeis com esse tipo de cepa (Tabela 5 e
Figura 6). A analise de restricdo enzimatica dessas cepas confirmou a
presenca de polimorfismo na base de posi¢cao 223 existente nas cepas tipo C
(cattle). Isso foi demonstrado pela presenca de uma banda extra (218 pb) no
seu padrao de restricdo, quando comparado a cepa tipo S (sheep) (Figura 6). O
local extra de restricdo pela enzima Hinfl fornece, ainda, uma banda de 67 pb
dificil de ser visualizada na eletroforese. A presenga da banda de 218 pb é
consistente com a presencga do local de restricdo de Hinfl em algumas coépias
de I1IS71311 na cepa C (cattle). A banda de 285 pb no padrao de digestdao da
cepa C (cattle) também esta presente no padréo da cepa S (sheep) (Figura 6)
(Marsh et al., 1999).

Sibley (2005) caracterizou seis cepas isoladas de caprinos, sendo todas
do tipo C (cattle). Sevilla et al. (2005) caracterizaram cepas de Map de
diferentes hospedeiros, sendo 12 de caprinos, e trés (25%) eram do tipo C
(cattle). Em um estudo realizado por De Juan et al. (2006b), foram analisadas
158 cepas de Map, sendo 81 isoladas de caprinos. Dessas, 61 (75,3%)
isolados foram caracterizados como Map tipo C (cattle). Fiorentino et al. (2012)
analisaram oito cepas de Map isoladas de caprinos leiteiros da Argentina e

todas eram do tipo C (cattle). Dimareli-Malli et al. (2013) avaliaram 52 isolados
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de Map de caprinos, sendo que 41 (78,9%) eram do tipo C (cattle). Singh et al.
(2015) analisaram 80 cepas de Map isoladas de diferentes espécies, sendo
18,75% do tipo C (cattle). Portanto, os achados desse estudo sdo compativeis
com os estudos citados anteriormente, nos quais o tipo C (cattle) foi o tipo mais
comum isolados de caprinos. O tipo C (cattle) também é o tipo predominante
em bovinos (Dimareli-Malli et al., 2013).

O teste de PCR associado a analise de restricdo enzimatica com base
na IS1311 é altamente sensivel e especifico para diferenciar Map e M. avium
sem a necessidade de realizar a PCR com base na IS900. Esse tipo de teste é
muito util para amostras de diferentes origens (Marsh et al., 1999).

A caprinocultura leiteira da Zona da Mata de Minas Gerais apresenta
desenvolvimento crescente nos ultimos anos, porém ainda sem o apoio técnico
e governamental necessario. Os produtores necessitam, em muitos casos, de
fontes de renda alternativas a atividade e ainda apresentam falhas de manejo
que podem levar ao comprometimento da sanidade e produtividade dos
animais e da qualidade do produto final.

Devido a falta de consciéncia sobre a paratuberculose entre os
proprietarios de caprinos e a falta de regulamentagdo sobre o comércio de
animais e de padronizagao das praticas de criacdo, a disseminacdo de Map
entre e dentro dos rebanhos caprinos deve ser esperada (Kruze et al., 2006).

As medidas de controle da disseminagédo desse agente na mesorregiao
estudada devem consistir na reducdo da transmissdo do agente nas
propriedades positivas (através da eliminagdo de animais positivos, melhorias
nas praticas de higiene, separagao do recém-nascido logo apds 0 nascimento,
entre outras) e evitar a introdugdo do agente nas propriedades negativas
(através de aquisicdo de animais de propriedades controladas e realizagao de
testes periodicos nos animais).

Considerando que as propriedades dessa mesorregiao sao pequenas e
meédias, medidas que envolvam maior custo, como selecdo de animais
negativos e realizagdo de exames, inicialmente poderiam representar uma
dificuldade ao controle da paratuberculose. Além disso, a realizagao de exames
pode ser limitada pela baixa disponibilidade de laboratérios no pais que
realizem esse tipo de diagnodstico. Entretanto, modificagdes simples no manejo

dos animais podem ser recomendadas e facilmente realizadas pelos
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produtores, pois nao envolvem custos significativos e auxiliam no efetivo
controle dessa doenga.

A ocorréncia da doenca resulta em perdas econOmicas mais
significativas e elevados custos para controle. Por essas razdes, a prevencao
deve ser incentivada em locais onde a doencga ainda nao esta estabelecida
(Kennedy & Benedictus, 2001).
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6. Conclusoes

De 41 propriedades de caprinos leiteiros da mesorregido da Zona da
Mata de Minas Gerais, dez propriedades foram objetos desse estudo. Todas as
propriedades foram caracterizadas através da aplicagdo de um questionario,
onde foram obtidos dados quanto a caracteristicas do entrevistado e da
propriedade, sendo possivel a realizacao de analise das respostas dadas, a fim
de elucidar as caracteristicas produtivas e econbémicas da atividade nessa
mesorregiao.

Através de técnicas microbiolégicas e moleculares, foi possivel concluir
que Map esta presente nas propriedades estudadas, apresentando prevaléncia
de 2,36% (11/467). Todos os isolados de Map foram caracterizados como
sendo do tipo C (cattle). Novos estudos podem ser conduzidos no que se refere
a biologia molecular, com a padronizagdo e a realizagado de outros testes de

caracterizagao dessas cepas.
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7. Anexos

Anexo 1: Comité de Etica

Vigosa, 23 de maio de 2013

Ilma. Sra

Maria Aparecida Scatamburlo Moreira
Coordenadora do Projeto

DVT/UFV

Sra. Coordenadora,

Ap6s avaliagdo da Metodologia utilizada no Projeto de Pesquisa intitulado
“Paratuberculose e Artrite-encefalite caprina em propriedades leiteiras do Estado de
Minas  Gerais:  identificagdo,  determinagdo dos fatores de risco e
agdesinterventivas/participativas”, aqui nomeado Processo 12/2013, a CEUA/UFV
emite parecer favoravel ao protocolo de utilizagdo de animais proposto, baseado nas
Normas para o uso de animais no ensino, pesquisa e extensdo do DVT/UFV, no Cédigo
de Etica Profissional do Médico Veterinario, nas Normas da SBCAL (Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laborat6rio) e a legislagio vigente.

Acresce a esse Parecer a exigéncia de Relatorio Final de Atividades conforme
itens a seguir:

RESUMO DOS RESULTADOS FINAIS OBTIDOS 4 PARTIR DOS EXPERIMENTOS ENVOLVENDOA
UTILIZACAQ DE ANIMAIS NO PROJETQ DE PESQUISA

1. Nuamero do protocolo de submissdo do projeto de pesquisa 8 CEUA/UFV:
2. Metodologia completa obrigatoriamente com:
- Local (is) Geral e especifico oficial (is) onde ocorreram a experimentagdo;
- O nome cientifico do animal em questéo;
- Numero Total de Animais Utilizados na Pesquisa.
Resultados:
. Nome do Coordenador do Projeto:
Assinatura:

5. Nome do Responsavel Técnico:

Assinatura:

Inscrigdo em CRMV:

o

Prof. Claudio César Fonseca
Comiss#o de Etica no Uso de Animais - CEUA/ UFV
Coordenador
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Anexo 2: Reagentes necessarios para o preparo de um litro de meio HEYM.

Reagente Quantidade

Cloreto de sodio 459

Glicerol 27 mL

Agar bacteriolégico 15,3 ¢

Micobactina J 2 mL

Gema de ovos 120 mL

Vancomicina 20 mg

Acido nalidixico 20 mg
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Anexo 3: Questionario e termo de consentimento

QUESTIONARIO - PROPRIEDADES DE CAPRINOS LEITEIROS

Nome:
Propriedade: Municipio:
Data: / / Contato: Idade:

| — Caracteristicas do entrevistado

1- O entrevistado é:

O proprietario O arrendatario o funcionario

2-  Ha quanto tempo o entrevistado trabalha com caprinos?
3- A caprinocultura é sua atiddde principal? o Sim o Nao

4- Esta associado a alguma cooperativa? o Sim o Nao

5- Qual o grau de escolaridade do entrevistado?
0 Ensino fundamental incompleto
0 Ensino fundamental completo
0 Ensino médio incompleto
0 Ensino médio completo
o Ensino superior incompleto
0 Ensino superior completo

Il — Caracteristicas da propriedade

6- Qual a area da propriedade? o < 100ha © 100-500ha o > 500ha
7- Qual a area utilizada com caprinos?

8-  Tem energia elétrica? o Sim 0 Nao
9- Ha outras esfies animais na propriedade? o Sim o Nao
o Bovinos
o Ovinos
o Equinos
o Caes
o Gatos
10- Ha quanto tempo cria caprinos?
11-  Tipo de exploracdo: o Carne o Leite o Mista

12-  Qual o regime de criagdo? o Confinamento o Extensivo
13- Qual o numero total de animais?

0 Fémeas adultas

o Machos adultos

o Cabritas

o Cabritos
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[l — Aspectos econdmicos

14- A caprinocultura ¢ rentavel economicamente? o Sim 0 Nao
15- Ha empregados na progitade? o Sim o Nao
16- O leite ¢ vendido para consumo? 0 Sim o0 Nao

17- Por quanto o litro do leite é vendido?

18- Qual o lucro por litro de leite?

IV — Aspectos produtivos

19- Héidentificagdo dos animais? 0 Sim o Nao  Qual?

20- Qual a raca explorada?

21-Qual o tipo de instalagdo? o Piso suspenso ripado o Chao batido o Uso de cama

22-Qual o material da cama?

23-Qual a origem da cama?

24-  No periodo de um ano:

a) Quantos animais nascem?

b) Quantos animais morrem?
25- Tem tanque de resfriamento? o Sim o0 Nao

26- Qual o nimero total de animais em lactacéo? %:
27- Qual o periodo médio de lactacao dos animais?

28- Qual a producéo total de leite por dia? Animal/dia:
29- Quantas ordenhas séo realizadas por dia?

o Uma (1) g Duas (2) o Uma ou duas, dependendo da estagdo do ano

V - O leite

30-0 leite ¢ consumido em casa? o Sim 0 Nao
31-Faz algum tratamento antes do consumo? o Sim 0 Nao
Qual?

VI — Aspectos sanitarios

32-Tem sala de ordenha? o Sim o Nao
33-A ordenha ¢é: 0 mecanica O manual
34-Realiza a higiene na ordenha? O Sim

O Nao

35-A agua utilizada para o consumo dos animais €

36-Realiza a limpeza dos bebedouros? o Sim o Nao Frequéncia:
37-Tem assisténcia veterinaria? o Sim 0 Nao o Ja teve

38-Com que frequéncia?
39-Realiza vacinagao? o Sim o Nao

de qual origem?

40-Para aplicacao de medicamentos, realiza a troca de agulhas? o Sim o Nao
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41- Realiza vermifuga¢ao? o Sim o Nao Via: Frequéncia:

42-Quais séo os principais problemas sanitérios encontrados?
0 Anemia
0 Edema de barbela
0 Diarreia
0 Aborto
0 Mastite
0 Carogo (Linfadenite Caseosa)
o Outros:

43- Tem area de isolamento para animais doentes? 0 Sim 0 Nao

44- Realiza a cura do umbigo ao nascimento? o Sim o Nao Como?

45- Realiza a limpeza e desinfeccdo das instalagdes? o Sim o Nao Frequéncia:

Como?

46- Qual o destino dos estercos?

47- Realiza o descarte de animais? 0 Sim 0 Nao
48- Qual o manejo com animais mortos?

49- Realiza a secagem dos animais? 0 Sim 0 Nao
Como?

VII — Aspectos nutricionais

50- Produz ou compra alimentos para os animais? 0 Produz o Compra
51- O que é fornecido para aleitamento?

52- O aleitamento é: O natural O artificial
53- O colostro ¢ tratado? o Sim o Nao

Por quanto tempo?

54- Qual o tipo de instalagdo de comedouro? o Para fora da instalacao
instalacao

VIII - Aspectos reprodutivos

55- Qual a idade ao primeiro parto?

56- Qual o tempo de intervalo entre partos? O < 12 meses 0 12 meses

o Para dentro da

o> 12 meses

57- Qual o sistema de reproducao? o Monta controlada o Inseminacao artificial

58- Qual a origem do reprodutor? o Compra o Da propriedade

59- Ha separagao dos animais perto do parto? o Sim o Nao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
DEPARTAMENTO DE VETERINARIA
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Projeto: Paratuberculose e Artrite-Encefalite Caprina em propriedades leiteiras
do Estado de Minas Gerais: identificacdo, determinacdo dos fatores de risco e

acOes interventivas/participativas

Professores responsaveis:

Maria Aparecida Scatamburlo Moreiral elefone: (31) 3899470
Abelardo Silva Junior Telefone: (31) 3899-1471

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECI DO

Em de de 20, eu,
, carteira de RG
, fui procurado(a) por RG
, participante do presente estudo, no endereco

Na ocasido fui solicitado(a) a colaborar para com o projeto acima referido, permitindo a realizacao
de entrevista para preenchimento de questionério sobre temas relacionados a producéo de caprinos
leiteiros em minha propriedade e a coleta de material fecal, leite e sangue de meus animais, com o
objetivo de identificar possiveis agentes causadores de doencas. A partir dessas informacdes serd
verificada a existéncia de associacdo entre os fatores da propriedade e a infeccdo por
microrganismos eventualmente identificados.

Conforme esclarecimento dos pesquisadores, os resultados dos exames serdo informados Unica e
exclusivamente aos envolvidos. No caso de ocorrerem resultados positivos, em qualquer coleta, serei
orientado(a) a procurar 0 servico veterinario para orientacdo sobre o tratamento ou manejo do(s)
animal(is) afetado(s).

A participacdo no estudo é voluntaria, portanto ndo existe remunerag¢édo ou vinculo empregaticio, e
poderei me recusar a participar ou me retirar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo ou
justificativa. Qualquer enfermidade ocorrida durante a pesquisa néo é de responsabilidade da equipe,
uma vez que os procedimentos adotados ndo estdo associados a qualquer dano a saude. Assim, a
equipe de trabalho fica isenta da obrigacéo de tratamento de enfermidade durante o estudo.
Terminado o trabalho de coleta dos dados, e tendo garantido o material necesséario ao
desenvolvimento do projeto, foi me garantido que toda e qualquer referéncia que permita a
identificagdo da propriedade serd destruida, garantindo assim sigilo absoluto das informacgdes. Os
resultados da pesquisa serdo analisados e foi-me assegurada total privacidade. Em contrapartida,
cedo aos pesquisadores o direito de utilizar as informacBes prestadas e os resultados para a
realizacdo e publicacdo do trabalho, direito limitado Unica e exclusivamente para este fim, sem
qualquer tipo de identificacdo, ndo sendo permitido qualquer outro tipo de uso das mesmas.

, de de

Assinatura do(a) entrevistado(a)

Responsavel pela aplicacdo do questionario
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