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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia de rebanhos ovinos
positivos (focos) e de animais soropositivos para Brucella ovis na regido semidrida do
Nordeste do Brasil, e identificar fatores de risco associados a soropositividade, bem como
é relatado o isolamento de Actinobacillus seminis em um caprino com epididimo-orquite.
Foram colhidas amostras de sangue de 1.134 ovinos procedentes de 103 rebanhos em 17
municipios. Para o diagndstico sorolégico da infeccdo por B. ovis foi utilizado o teste de
imunodifusdo em gel de dgar (IDGA). Um rebanho foi considerado positivo quando
apresentou pelo menos um animal soropositivo. Das 103 propriedades utilizadas 21
(20,39%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo e dos 1.134 animais, 59
(5,20%) foram soropositivos. Realizar higiene nas instalacdes com periodicidade anual
(odds ratio = 7,13; IC 95% = 1,56-32,47; p = 0,011) e aquisicdo de animais (odds ratio =
6,06; IC 95% = 1,39-26,48; p = 0,017) foram identificados como fatores de risco. Com
base na andlise de fatores de risco, recomenda-se a realizagdo de diagndstico da infec¢do
por B. ovis previamente a aquisi¢do de animais e realiza¢fo periddica de higienizagdo das
instalacdes. Em um rebanho do municipio de Patos, Estado da Paraiba, regido semidrida do
Brasil, com 70 caprinos e 65 ovinos criados juntos, um reprodutor da espécie caprina da
raca Moxotd, com quatro anos de idade, apresentou um quadro clinico de orquite e
epididimite unilateral com consisténcia firme. O diagnéstico da infec¢@o por A. seminis foi
confirmado pela associacdo dos achados clinicos, isolamento bacteriano e PCR e
sequenciamento do gene /65 do rRNA. O resultado obtido sugere que A. seminis pode ser
uma importante causa de infertilidade em caprinos, considerando a possibilidade dos
ovinos serem fontes de infeccdo em funcdo do sistema de criacdo consorciada em algumas

propriedades permitindo o contato entre ovinos e caprinos na regido semidrida do Brasil.

Palavras-chave: Brucelose, epidemiologia, epididimite, Actinobacillus seminis.
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ABSTRACT

The aim of this investigation was to determine the seroprevalence of Brucella
ovis in sheep flocks and individual sheep in the Sertdo mesorregion, Paraiba state,
Northeastern Brazil, and to identify risk factors associated with seropositivity, as well as
the isolation of Actinobacillus seminis from a goat with epididymo-orchitis is related.
Blood samples were collected from 1,134 sheep from 103 flocks in 17 counties. For the
serological diagnosis of B. ovis infection the agar gel immunodiffusion test (AGID) was
carried out. A flock was considered positive when there was at least one seropositive
animal. Of the 103 flocks used, 21 (20.39%) presented at least one seropositive sheep,
and of the 1,134 sheep examined 59 (5.20%) seropositive animals were diagnosed.
Cleaning of facilities (odds ratio = 7.13; 95% CI = 1.56-32.47; p = 0.011) and purchase
of animals (odds ratio = 6.06; 95% CI = 1.39-26.48; p = 0.017) were identified as risk
factors. Based on the risk factor analysis, it is recommended the diagnosis of B. ovis
infection prior to purchase of sheep and the periodic cleaning of the facilities on the
farm. A four-year-old Moxot6 breeding goat in a flock of 70 goats and 65 sheep reared
together in the county of Patos, semiarid region of Northeastern Brazil, showed clinical
signs of unilateral orchitis and epididymitis. Diagnosis of A. seminis infection was
confirmed by association of clinical findings, bacterial isolation and 16S rRNA gene
sequencing. This result suggests that A. seminis may be an additional cause of infertility
in goats, and that sheep may be the source of infection because the mixed farming
system allows the contact between sheep and goats in the semiarid region of

Northeastern Brazil.

Key words: Brucellosis, epidemiology, epididymitis, Actinobacillus seminis.
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INTRODUCAO

A caprinovinocultura é uma atividade explorada em todos os continentes, pois ndo
tem preferéncia por clima, solo, topografia e vegetacdo. No entanto os resultados obtidos
em alguns paises podem ser de baixo nivel por conta dos poucos conhecimentos

tecnoldgicos e zootécnicos (BATISTA, 2012).

O Brasil ocupa o nono lugar entre os paises que possui 0s maiores rebanhos caprino
com mais de nove milhdes de cabegas possuindo grande extensdo territorial oferecendo
otimas condi¢cdes para a criacdo dessa espécie (FAO, 2009). Os rebanhos caprino
juntamente com o ovino representam mais de 25 milhdes de cabecas (IBGE, 2009),
equivalendo a 1,7% do efetivo mundial que € de aproximadamente 1,4 bilhdo de animais

(FAO, 2009).

No periodo 1999 a 2004, o crescimento do efetivo de caprinos e ovinos no Brasil

foi de aproximadamente 16,5% e 4,6% respectivamente (IBGE, 2009).

O Nordeste atualmente detém grande parte do rebanho caprino e ovino brasileiro,
com 90,6% (aproximadamente 8,3 milhdes de cabecas) de caprinos e 56,9%

(aproximadamente 9,5 milhdes de cabegas) de ovinos (IBGE, 2009).

A Epididimite dos Carneiros compreende diversos processos patoldgicos,
envolvendo o epididimo dos carneiros, estanddao associado a indmeros agentes
microbianos. Os prejuizos econdmicos sdo causados, principalmente por interferéncia na
fertilidade de machos infectados, abortamentos de fémeas e sobre a produtividade dos

rebanhos ovinos servidos por esses machos.

A Brucella ovis e Actinobacillus seminis sdo os principais agentes infecciosos que
provocam problemas reprodutivos em animais no qual podemos destacar a epididimite que
ao se disseminar no rebanho causa prejuizos com impactos para a atividade econdmica,
necessitando ainda de maiores estudos particularmente na regido Semidrida onde o efetivo
ovino e caprino representa uma fonte de renda para os produtores. Em decorréncia do
diagndstico clinico da epididimite, se faz necessario o estabelecimento de associagdo com
métodos laboratoriais diretos e indiretos visando a identificacdo do agente infeccioso como

forma de se estabelecer o diagndstico laboratorial para outras causa de epididimites.
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CAPITULO I
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Caracterizacao epidemioldgica e fatores de risco associados a

~ . . ez e ey o1
Infec¢do por Brucella ovis em ovinos deslanados do semiarido brasileiro

Fabrine A. Santosz, Severino S.S. Higinoz, Sergio S. Azevedoz, Diego F. Costaz, Areano

E.M. Fariasz, Francisco A.L. Alvesz, Lilia M. Paulin3, Clebert J. Alves®

ABSTRACT.- Santos F.A., Higino S.S.S., Azevedo S.S., Costa D.F., Farias A.E.M.,
Alves F.A.L., Paulin L.M. & Alves C.J. 2012 [Epidemiological characterization and
risk factors associated to Brucella ovis infection in sheep in Brazilian semiarid]
Caracterizagdo epidemioldgica e fatores de risco associados a Infeccdo por Brucella ovis
em ovinos deslanados do semidrido brasileiro. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0);00-
00. Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saide e Tecnologia Rural,
Unidade Académica de Medicina Veterindria, Av. Universitaria, s/n°, CEP 58700-970,

Patos, PB, Brasil. E-mail: clebertja@uol.com.br

The aim of this investigation was to determine the flock-level and animal-level
seroprevalences of Brucella ovis in sheep from the semiarid region of Northeastern Brazil,
as well as to identify risk factors. Blood samples were collected from 1,134 sheep from
103 flocks in 17 counties in the Sertdo mesoregion, state of Paraiba. For the serological
diagnosis of Brucella ovis infection the agar gel immunodiffusion test (AGID) was carried
out. A flock was positive when presented at least one seropositive animal. Of the 103
flocks used 21 (20.39%) presented at least one seropositive animal, and of the 1,134
animals 59 (5.20%) were seropositive. To perform cleaning of premises annually (odds
ratio =7.13; 95% CI = 1.56-32.47; p = 0.011) and purchase animals (odds ratio = 6.06;
95% CI = 1.39-26.48; p = 0.017) were identified as risk factors. It was suggested the need

! Recebido em.....

Aceito em ......
2 Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saide e Tecnologia Rural, Unidade Académica de
Medicina Veterinaria, Av. Universitdria, s/n°, CEP 58700-970, Patos, PB, Brasil. *Autor para
correspondéncia: clebertja@uol.com.br
3 Centro de Desenvolvimento e Pesquisa de Sanidade Animal, Instituto Biolégico de Sdo Paulo, Sao Paulo,
SP, Brasil.
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for works focusing on the isolation of the agent, characterization of its pathogenicity and
its economic impact on sheep flocks, as well as it was recommended the diagnosis of B.

ovis infection prior to purchase of animals and the periodic cleaning of the premises.

INDEXING TERMS: Brucellosis, sheep, epidemiology, Semiarid of Brazil

RESUMO.- Este trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia de rebanhos ovinos
positivos (focos) e de animais soropositivos para Brucella ovis na regido semidrida do
Nordeste do Brasil, e identificar fatores de risco. Foram colhidas amostras de sangue de
1.134 animais procedentes de 103 rebanhos distribuidos em 17 municipios da mesorregidao
do Sertdo, Estado da Paraiba. Para o diagndstico sorolégico da infec¢do por Brucella ovis
foi utilizado o teste de imunodifusdo em gel de dgar (IDGA). Um rebanho foi considerado
positivo quando apresentou pelo menos um animal soropositivo. Das 103 propriedades
utilizada, 21 (20,39%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo, e dos 1.134
animais 59 (5,20%) foram soropositivos. Realizar higiene nas instalagdes com
periodicidade anual (odds ratio = 7,13; IC 95% = 1,56 - 32.47; p = 0,011) e aquisicdo de
animais (odds ratio = 6,06; IC 95% = 1,39 — 26,48; p = 0,017) foram identificados como
fatores de risco. Sugere-se a necessidade de estudos acerca do isolamento do agente,
caracterizacdo da sua patogenicidade e do seu impacto econdmico nos rebanhos ovinos,
bem como recomenda-se a realiza¢do de diagndstico da infeccdo por B. ovis previamente a

aquisicdo de animais e realizacdo periddica de higienizag¢ao das instala¢des.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose, ovinos, epidemiologia, semidrido do Brasil

1-  INTRODUCAO

A ovinocultura brasileira destaca-se no cendrio nacional por apresentar um grande potencial
de crescimento, tendo-se observado, nos tultimos anos, uma evolucdo significativa no
rebanho nacional, contando hoje com um efetivo de ovinos que chega a mais de 16 milhdes
de cabecas (IBGE 2006). Este crescimento pode ser explicado pelas inimeras vantagens

que apresentam como a necessidade de uma menor drea de criacdo, menor consumo de
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alimentos, facilidade de manejo e grande diversidade de producdo de carne e couro de boa
qualidade, servindo como alternativa de renda. Contudo deficiéncias sanitarias envolvidas
no processo evolutivo da ovinocultura brasileira necessitam de resolugdo, tais como os
prejuizos provocados pelas perdas associadas a necessidade de reposicdo dos animais em

decorréncia de doencas infecciosas (FERNANDES, 2009).

Entre as doencgas com impacto na esfera reprodutiva, a brucelose ovina por Brucella
ovis deve ser considerada uma das possiveis causas de abortamentos, sendo uma das
principais causas de perca econdmicas no rebanho. A infeccdo foi descrita inicialmente na
Nova Zelandia (BUDDLE & BOYES, 1953) e na Austrdlia (Simmons & Hall 1953), e
posteriormente evidenciada na grande maioria dos paises onde a ovinocultura tem
importancia econdmica (Estein 1999). No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez em
1996 no Rio Grande do Sul (Ramos et al. 1996), que detectaram epididimite clinica em
6,5% de 3.317 carneiros estudados. Em seguida, trabalhos de investigac@o soroldgica foram
publicados, mostrando que a infec¢do estd difundida em vérios estados do pais, com
prevaléncia variando de 5 a 35% (Boblel et al. 1972, Magalhaes-Neto & Gil-Turnes 1996,
Azevedo et al. 1999, Coleto et al. 2003, Medeiros 2003, Silva et al. 2003, Azevedo et al.
2004, Nozaki et al. 2004, Clementino et al. 2007). Além disso, existem no pais relato

comprovando o isolamento de B. ovis (Alves et al. 2010).

A brucelose ovina € caracterizada por um processo infeccioso clinico ou subclinico e
de tendéncia a cronicidade, com lesdes genitais de epididimite no macho e placentite nas
fémeas com alguns casos de abortamento, mortalidade de recém nascidos e elevada
frequéncia de nascidos com baixo peso e baixa viabilidade condicionando a elevada
mortalidade em cordeiros (Nilo et al. 1986, Homse et al. 1995, Baigun et al. 2000). As
lesdes produzidas pela B. ovis no aparelho reprodutor masculino incluem epididimo

aumentado de volume e endurecido, tinicas escrotais engrossadas e testiculos geralmente

atrofiados (Schafer et al. 1997).

O diagnéstico da infec¢do por B. ovis tem sido efetuado, predominantemente, pelo
testes soroldgicos, sendo que alguns autores ressaltam que o histérico do rebanho e o
quadro clinico devem ser levados em consideracdo ao se interpretar o resultado dos testes
sorologicos (Marinho & Mathias 1996). Dentre as vdrias provas utilizadas para o
diagndstico de brucelose ovina, as mais frequentes sdo fixa¢do de complemento (FC), teste

de imunodifusao em dgar gel (IDGA) e teste de ELISA indireto (Hilbink et al. 1993, West
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et al. 1993, Kumar et al. 1997). Worthington et al. (1984), investigando ovinos na Nova
Zelandia em condicdes experimentais, demonstraram, para as provas de fixacdo de
complemento, ELISA indireto e imunodifusdo em agar gel, sensibilidades de 96,3%, 97,2%

e 91,7%, e as especificidades de 99,3%, 98,6% e 100%, respectivamente.

Tendo em vista que a infec¢do por B. ovis ja foi identificada em diversos estados
brasileiros e que a infeccdo estd contemplada no Programa Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos (PNSCO) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(Brasil 2004), e considerando a hipétese de que a infeccdo por B.ovis estd presente nos
estados nordestinos, inclusive na Paraiba, estruturou-se o presente trabalho com o objetivo
de determinar a prevaléncia de propriedades positivas (focos) e de animais positivos, bem
como identificar os possiveis fatores de risco em ovinos deslanados do semidrido da

Paraiba.

2- MATERIAL E METODOS

O Estado da Paraiba é dividido geograficamente em quatro mesorregides (Sertdo
Paraibano, Borborema, Agreste Paraibano e Mata Paraibana) e 23 microrregides. A
mesorregido do Sertdo Paraibano possui como principal atividade a pecudria extensiva,
assumindo destaque a criagdo de ovinos. O rebanho ovino brasileiro é de mais de 16
milhdes de cabecas, das quais 56,90% (9.566.968) estdo na regido Nordeste. Desse efetivo
de ovinos nordestinos, 4,54% (434.225) sao encontrados na Paraiba distribuidos em
aproximadamente 19.744 estabelecimentos (IBGE 2006). No presente trabalho foram

utilizados ovinos deslanados adultos provenientes da mesorregido do Sertdo.

A amostragem foi delineada para a determinacdo da prevaléncia de propriedades
positivas e de animais soropositivos, de maneira que foi conduzida em dois estdgios.
Inicialmente, as propriedades foram aleatoriamente selecionadas. O nimero de
propriedades a serem amostradas foi calculado com o programa Epiinfo versdo 6.04 (Dean
1994), com o emprego dos seguintes pardmetros: prevaléncia esperada de 50% (valor
adotado para maximizar a amostra), nivel de confianca de 95% e erro absoluto de 10%

(Thrusfield 1995). Na mesorregido do Sertdo o total de propriedades criadoras de ovinos é
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de 7.087, resultando em uma amostra de 96 propriedades. Por motivo de seguranca, foram

visitadas 103 propriedades.

O ndmero de ovinos a serem selecionados foi determinado individualmente por
propriedade com o objetivo de detectar a presenca da infec¢do, utilizando a seguinte

féormula (Thrusfield 1995):
i d
n= [1—(1—p“}d]x(N—E)+1

onde:

n — tamanho da amostra

p — probabilidade de detectar pelo menos um animal soropositivo
N — tamanho do rebanho

d — nimero de animais soropositivos no rebanho

A probabilidade de deteccdo de pelo menos um animal soropositivo foi de 95% (p
= 0,95), e o nimero de animais soropositivos por rebanho (d) foi calculado assumindo

prevaléncia intra-rebanho de 5% (Clementino et al. 2007).

No total, foram utilizados 1.134 animais procedentes de 103 propriedades de 17

municipios da mesorregido do Sertdo paraibano (Figura 1).

O trabalho de campo foi desenvolvido no periodo de julho de 2010 a julho de 2011.
As atividades de campo incluiram a colheita de sangue e envio para o Laboratdrio de
Doengas Transmissiveis (LDT) do Centro de Satide e Tecnologia Rural (CSTR) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em Patos, PB. As amostras de sangue
foram colhidas de ovinos deslanados adultos, em volumes de 8 ml, pela pun¢do da veia

jugular com agulha descartdvel e tubo a vicuo (sem anticoagulante) com capacidade de 8,5
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mL. Apds o dessoramento, o soro foi transferido para microtubos e congelados a -10°C até a

realizag¢do da prova soroldgica.

Foi aplicado um questiondrio epidemioldgico para obtencdo de informagdes sobre
problemas reprodutivos, comercializa¢do de animais, participagdo em exposicdes, sistema
de criacdo e manejo dos animais, principal atividade da propriedade e contato com outros
animais. Os dados obtidos com os questiondrios foram utilizados no estudo de fatores de

risco.

A imunodifusdo em gel de agar (IDGA) foi a técnica utilizada como prova
diagndstica e realizada no Laboratério de Doencas Transmissiveis/CSTR/UFCG. Foram
utilizados kits produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR), sendo a
técnica realizada de acordo com as instru¢des do fabricante utilizando-se antigeno de

lipopolissacarideos e proteinas de B. ovis, amostra Reo 198.

Para a andlise de possiveis fatores de risco associados a condi¢do de propriedade
positiva para a infec¢do por B. ovis foram utilizados os dados colhidos nos questiondrios
epidemioldgicos. Uma propriedade foi considerada positiva quando apresentou pelo menos
um animal soropositivo. A anélise de fatores de risco foi conduzida em duas etapas: andlise
univariada e andlise multivariada. Na andlise univariada, cada varidvel independente foi
cruzada com a varidvel dependente, e aquelas que apresentaram valor de p < 0,20 pelo
teste de qui-quadrado (Zar 1999) foram selecionadas para a andlise multivariada,
utilizando-se a regressdo logistica multipla (Hosmer & Lemeshow 2000). O nivel de
significancia adotado na andlise multipla foi de 5%. Todas as andlises foram realizadas

com o programa SPSS 20.0 for Windows.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, 20,39% (21/103) das
propriedades investigadas (Quadro 1) apresentaram pelo menos um ovino soropositivo
para B. ovis pelo teste de imunodifusdo em gel de dgar. Este resultado quando comparado
aos dados obtidos por Clementino et al. (2007), 8,59%, revela-se superior, entretanto

devemos considerar a mesorregido trabalhada prioritariamente, ou seja, mesorregido do
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Sertdo e a natureza dos animais amostrados (fémeas em idade de reprodug@o e machos).
Em relacdo a outros estudos conduzidos em diferentes estados da federacdo, pode-se citar o
trabalho de Ramos et al. (1966) que encontraram 18,3% das propriedades com animais
positivos no Rio Grande do Sul, entretanto deve-se mencionar que a técnica utilizada foi
apenas avaliacdo clinica dos reprodutores, técnica sujeita a grandes falhas, pois somente
50% dos reprodutores infectados por B. ovis apresentam epididimite clinica (Baigin et al.
2000). No Estado de Alagoas, Pinheiro Junior et al. (2009) verificaram um intervalo de
frequéncia nas propriedades que apresentaram sorologia positiva para infeccido por B. ovis
variando de 3,2% a 11,8%, inferior ao observado na nossa pesquisa. Souza et al. (2011), no
Estado da Bahia relatou um percentual de 8,62% (5/58) das propriedades com animais
soropositivos, dados estes que também ficam abaixo dos resultados verificados neste
trabalho. Dos dados acima mencionados para os diferentes estados da regido Nordeste do
Brasil, destacada por possuir um considerdvel efetivo de ovinos deslanados. Fica

evidenciado o papel da existéncia de fatores favorecedores a disseminacéo da infec¢ao.

Observa-se também que 5,20% (59/1.134) dos animais examinados (Quadro 1) pela
mesma técnica reagiram positivamente. Na regido Nordeste do Brasil, podemos destacar os
trabalhos conduzidos por Clementino et al. (2007), encontraram prevaléncia de 5,67%
(28/498) de animais sororeagentes em levantamento soro-epidemioldgico da brucelose por
B. ovis em reprodutores ovinos deslanados do semiarido da Paraiba, e Pinheiro Junior et al.
(2009), investigando 579 amostras oriundas de 16 rebanhos distribuidos em 23 municipios
do Estado de Alagoas utilizando a técnica de IDGA, encontraram prevaléncia de 3,1% de
animais positivos distribuidos em dez propriedades (43,5%). Os valores percentuais
observados para as diferentes prevaléncias, mesmo considerando as diferentes regioes,
condi¢des de manejo, fatores espaciais e temporais, bem como pelo tipo de amostragem,
ficaram relativamente préximas, porém inferior ao observado por Azevedo et al. (2004),
que encontraram prevaléncia de 11,3% para a ocorréncia de anticorpos anti-B. ovis em
ovinos procedentes de quatro municipios do Estado do Rio Grande do Norte, e Coleto et al.
(2003), que verificaram 16,25% de animais soropositivos no Estado de Pernambuco. Souza
et al. (2011) no Estado da Bahia, examinando 694 amostras de soros de ovinos,
encontraram prevaléncia de 0,72% (5/694), bem inferior aos dados encontrados nesta

pesquisa.
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Quando se analisam outros trabalhos ja realizados no Brasil, verificam-se
resultados diferentes, onde se destaca a pesquisa de Marinho & Matias (1996) no Estado de
Sao Paulo, que ndo encontraram animais reagentes na IDGA entre 850 examinados, e
Schafer et al. (1997), no Estado de Santa Catarina, que analisaram 20 propriedades e
também ndo encontraram animais soropositivos. Entretanto, outros relatos diferem dos
achados mencionados anteriormente, tais como Magalhdes Neto & Gil Turnes (1996), que
observaram prevaléncia de 12,6% pela IDGA em carneiros no Rio Grande do Sul, e
Marques (2006), em Minas Gerais, que verificaram soroprevaléncia de 5,3% em ovinos e
29,4% de propriedades com animais soropositivos, revelando assim a disseminacdo e a
importancia da enfermidade nas diferentes regides do Brasil para o rebanho ovino e a

necessidade de um melhor aprofundamento nas praticas sanitdrias.

Analisando-se a situa¢do da enfermidade em outros paises (Argentina, México,
India, Canad4 e Franca), percebe-se que a prevaléncia de animais soropositivos encontrada
no presente trabalho (5,20%) esta dentro da variagdo observada, de 2,4 a 26% (Niilo et al.
1986, Tamayo et al. 1989, Chartier 1992, Robles et al. 1993, Sergeant 1994, Torres et al.
1997).

Duas situacdes chamam atengcdo no presente estudo quando sdo comparados os
diferentes relatos. A primeira diz respeito a necessidade da realizagdo periddica de exames
clinicos e sorolégicos nos machos dos rebanhos, visando a detec¢@o e eliminagdo precoce
dos animais positivos. Em relagcdo as fémeas a enfermidade pode se estabelecer de forma
silenciosa na auséncia de sinais clinicos perceptiveis. Entretanto deve-se ficar atento a
quadros de vaginocervicite e endometrite com consequente infertilidade tempordria
(Homse et al. 1995) e nas fémeas gestantes, a infec¢do ocasiona bacteremia a partir da
segunda metade da gestagdo, determinando placentite e morte fetal ou nascimento de
cordeiros com baixo peso € com pneumonia supurativa ou lesdes renais e/ou hepaticas que

impedem a sua sobrevivéncia (Bosseray 1987).

No Quadro 2, com relacdo a andlise de fatores de risco, as varidveis selecionadas
para a andlise multipla (p < 0,20) foram aquisicdo de animais (p = 0,139), participar de
feiras e/ou exposi¢des (p = 0,188) e higiene das instalacdes (p = 0,017). Na andlise
multipla as varidveis apontadas como fatores de risco foram a aquisi¢do de animais (odds
ratio = 6,06; IC 95% = 1,39 — 26,48) e a realizacdo de higiene das instalagdes anualmente
(odds ratio =7,13; IC 95% = 1,56 — 32,47), apresentadas no Quadro 3.
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Uma condi¢do, relacionada ao manejo dos animais nas propriedades, que pode
contribuir para a diminuicdo da ocorréncia de doencas infecciosas e parasitdrias é a
higieniza¢do das instalagdes, uma vez que esta ¢ uma medida bdsica recomendada para
auxiliar no controle de uma série de doencas. No presente trabalho, verificou-se que
propriedades que realizavam higiene nas instalacdes com periodicidade anual apresentaram
50% de positividade, com odds ratio de 7,13. Por outro lado, a frequéncia de positividade
em propriedades que realizavam higiene didria e/ou mensal foi de 17,1%. A higienizagdo e
a limpeza das instalagdes sdo importantes na prevencao da disseminacdo da doenga devido
ao fato das ovelhas infectadas eliminarem a B. ovisjunto com as secre¢des vaginais, a
placenta e o feto abortado (Libal & Kirkbride 1983, Homse et al. 1995, Estein 1999, Grillé
et al. 1999), e como as mucosas oral e nasal e a pele ferida sdo portas de entrada do agente
(Plant et al. 1986, Alton et al. 1988, Bulgin et al. 1990). Esses materiais, permanecendo nas
instalacdes, podem contribuir para a disseminacdo da infec¢dao nos rebanhos (Clementino

et al., 2007).

Para a brucelose bovina por Brucella abortus a compra de animais € considerada
como o principal fator de risco para a introducio da infeccdo em rebanhos livres (Crawford
et al. 1990), e a intensidade do risco pode variar de acordo com a fonte da compra. No
presente trabalho, observou-se que a aquisi¢do de animais também foi fator de risco para a
brucelose ovina, e que propriedades que realizam tal pritica apresentaram 27,6% de
positividade contra 12,8% para aquelas que ndo realizam a compra, com odds ratio de
6,06. Isso reforca ainda mais a necessidade de controle do transito de animais destinados a
reproducdo, principalmente nos casos de participacdo em eventos que envolvam a
aglomeracdo de animais, como exposi¢cdes, feiras e leildes, bem como a aquisicdo apenas

de animais soronegativos para a brucelose.

4- CONCLUSAO

Constatou-se que 20,39% das propriedades apresentaram pelo menos um ovino
soropositivo e que 5,20% dos animais examinados foram soropositivos, sugerindo que o
agente encontra-se disseminado na regido e que ha a necessidade de estudos acerca do seu

isolamento do agente, caracterizacdo da patogenicidade e do impacto econdmico nos
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rebanhos ovinos. Baseando-se na andlise de fatores de risco, recomenda-se a realizacdo de
diagndstico da infeccdo por B. ovis previamente a aquisicdo de animais e realizagdo

periddica de higienizacdo das instalagdes.
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Legenda da Figura

Fig. 1. Estado da Paraiba demonstrando os municipios e respectivos nimeros de

propriedades rurais utilizadas, na mesorregido do Sertdao paraibano.

Os Quadros

Quadro 1. Prevaléncia de propriedades positivas (focos) e de animais soropositivos para a
infeccdo por Brucella ovis em ovinos deslanados do semidrido nordestino segundo o

municipio, no periodo de julho de 2010 a julho de 2011

Prevaléncia por propriedades Prevaléncia por animais
Lo N°. de
Municipio N°. total de _ N°. total de N°. de animais
_ propriedades o .
propriedades animais soropositivos (%)

positivas (%)

Boa Ventura 1 1 (100) 11 3(27,3)
Bom Jesus 1 0 (0) 11 0 (0)
Cacimba de Areia 1 0 (0) 11 0 (0)
Cajazeiras 12 1(8,3) 132 2(1,5)
Cajazeirinhas 1 0 (0) 13 0 (0)
Condado 1 0 (0) 11 0 (0)
Curral Velho 7 1(14,3) 88 0 (0)
Diamante 14 5@35,7) 143 12 (8,4)
Patos 8 1(12,5) 101 2 (2,0)

Paulista 8 4 (50) 88 21(23.9)



Pombal

Quixaba

Santa Terezinha

Séo Jodo do Rio do Peixe
Sao José de Espinharas

Sao José do Bonfim
Sousa

Total

103

0(0)
1(100)
0(0)
4 (28,6)
1 (100)

0(0)
2 (28,6)
21 (20,39)

88

11

110

132

10

99
75
1.134

29

0(0)
2(18,2)
0(0)
9 (6.,8)
2 (20)

3(3,0)
3(4,0)
59 (5,20)
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Quadro 2. Andlise univariada dos possiveis fatores de risco associados 4 infec¢do por
Brucella ovis em ovinos deslanados do semidrido nordestino, no periodo de julho de 2010

a julho de 2011

N° totalde  N°. de propriedades

Varidvels propriedades positivas (%) Valor de p

Tipo de Exploragdo

Intensiva 1 0(0)

Semi-intensiva 26 4(154)

Extensiva 71 17 (23,9) 0,576
Tipo de Criacdo

Cria 30 4 (13,3)

Recria/engorda 43 11 (25,6)

Reproducio 9 2(22,2)

Subsisténcia 16 4(25,0) 0,630
Finalidade da exploracio

Corte 97 21 (21,6)

Mista 1 0(0) 1,000
Tamanho do rebanho

Até 19 animais 52 12 (23,1)

20 ou mais animais 51 11 (21,6) 1,000
Criacdo do tipo tecnificada

Nao 81 17 (21,0)

Sim 15 4 (26,7) 0,734
Principal atividade da
propriedade

Nao 79 16 (20,3)

Sim 18 5(27,8) 0,530
Contatos com outros animais

Nao 44 12 (27,3)

Sim 52 9(17,3) 0,353
Pastagem nativa

Nao 2 0(0)

Sim 96 21 (21.9) 1,000
Suplementacio

Nao 44 12 (27,3)

Sim 46 7 (15,2) 0,253
Aquisi¢@o de animais

Nao 39 5(12,8)

Sim 58 16 (27,6) 0,139*
Participar de feiras e/ou
exposicoes

Nao 88 17 (19,3)

Sim 4 2 (50,0) 0,188*
Préticas vacinais

Nao 71 15 (21,1)

Sim 26 6 (23,1) 1,000

Vermifuga os animais
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Nio 11 2(18,2)

Sim 87 19 (21,8) 1,000
Presenga de abortos

Niao 60 11 (18,3)

Sim 32 9 (28,1) 0,413
Nascimento de crias mortas

Nao 68 13 (19,1)

Sim 25 7 (28,0) 0,522

Morte de cordeiros nas
primeiras 24 horas

Nio 70 16 (22,9)

Sim 23 4(174) 0,772
Morte ao desmame

Nio 78 16 (20,5)

Sim 15 4 (26,7) 0,732
Comportamento homossexual

Nao 42 7 (16,7)

Sim 50 14 28,0) 0,298
Presenca de plantas toxicas

Nao 32 10 (31,3)

Sim 62 11 (17,7) 0,219
Higienizacdo das instalagcdes

Diariamente 35 6 (17,1)

Mensalmente 41 7(17,1)

Anualmente 16 8 50,0) 0,017*
Nascimentos no ultimo ano

Até 10 nascimentos 38 7(18,4)

Acima de 10 nascimentos 33 9 (27,3) 0,545

* Varidveis selecionadas para a andlise multipla (p < 0,20)

Quadro 3. Fatores de risco associados 4 infec¢@o por Brucella em ovinos deslanados do
semidrido nordestino segundo o municipio, no periodo de julho de 2010 a julho de 2011,

estimados por regressdo logistica multipla

Fatores de risco Odds ratio IC95% Valor de p

Aquisi¢ao de animais 6,06 1,39 -26,48 0,017

Realizar higiene das instalagdes anualmente 7,13 1,56 - 32,47 0,011
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RESUMO

No presente trabalho € relatado o primeiro isolamento de Actinobacillus seminis em
um caprino. Em um rebanho do municipio de Patos, Estado da Paraiba, regido semidrida
do Brasil, com 70 caprinos e 65 ovinos criados juntos, um reprodutor da espécie caprina da
raca Moxotd, com quatro anos de idade, apresentou um quadro clinico de orquite e
epididimite unilateral com consisténcia firme. O diagnéstico da infec¢@o por A. seminis foi
confirmado pela associacdo dos achados clinicos, isolamento bacteriano e PCR e
sequenciamento do gene /65 do rRNA. O resultado obtido sugere que A. seminis pode ser
uma importante causa de infertilidade em caprinos, considerando a possibilidade dos
ovinos serem fontes de infeccdo em funcdo do sistema de criacdo consorciada em algumas

propriedades permitindo o contato entre ovinos e caprinos na regiao semidrida do Brasil.

Palavras-chave: Epididimite, caprinos, Actinobacillus seminis, isolamento
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1. Introducao

A caprinocultura se caracteriza pela sua grande importancia econdmica para muitos
paises, incluindo o Brasil, que detém um efetivo de 7.107.608 cabecas, constituindo assim
uma excelente fonte de carne e leite para os seres humanos. A atividade é de particular
importancia na regido Nordeste, onde estdo concentrados cerca de 93,7% dos caprinos
(BRASIL, 2012). Virios s@o os fatores que influenciam negativamente no crescimento da
caprinocultura no Brasil, destacando-se os problemas nutricionais e sanitdrios. Nesse
contexto, as doengas infectocontagiosas assumem importancia, pois sdo responsdveis por
elevadas perdas econdmicas nos rebanhos.

A epididimite ovina tem sido relatada como uma das principais causas de prejuizos
econdmicos, pois interfere na fertilidade dos machos infectados, que ndo sdo percebidos
facilmente em cria¢Oes extensivas devido a falta de informagdo dos produtores sobre essa
doenca (Gomes et al. 1991). Um dos principais agentes causais € Actinobacillus seminis,
uma bactéria Gram-negativa da familia Pasteurellaceae. Esta infeccdo se estabelece quando
os machos ainda jovens alcancam a maturidade sexual, também sendo diagnosticada em
animais adultos. Sua patogenia € incerta, mas sugere-se que A. seminis seja um
microorganismo oportunista presente na cavidade prepucial, capaz de colonizar as partes
profundas do trato genital, ocasionando assim os sinais clinicos (Dibarrat et al., 2006). Um
dos possiveis fatores predisponentes pode estar associado ao estresse induzido por
mudangas hormonais durante a maturacdo sexual ou por deficiéncias nutricionais,
ocasionando o desenvolvimento de orquite e epididimite, principalmente em carneiros
jovens (Hajtos et al., 1987).

O primeiro isolamento de Actinobacillus seminis foi relatado por Baynes and
Simmons (1960), na Austrdlia, no sémen de ovinos com epididimite. A partir dai, a
bactéria foi isolada em diversas ocasides em vdrios paises: USA (Livingston and Hardy,
1964), Africa do Sul (Worthington and Bosman, 1968), Nova Zelandia (Gumbrell and
Smith, 1974), Hungria (Hajtds et al., 1987), Argentina (Robles et al., 1990), Reino Unido
(Heath et al., 1991) e na Espanha (Puente-Redondo et al., 2000). No Brasil, existem apenas
quatro relatos sobre o isolamento de Actinobacillus seminis em ovinos (Schreineret al.,
1992; Gomes et al., 2001; Gregoryet al., 2009; Bezerra et al., 2012). Até o momento, ndo

hé relatos de isolamento de A. seminis em casos de epididimite e orquite em caprinos, seja
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no Brasil ou em outros paises. Este trabalho relata o primeiro isolamento de A. seminis em

um caprino.

2. Material e métodos

2.1. Historia do caso

Durante uma visita a uma propriedade no municipio de Patos (Fig. 1), Estado da
Paraiba, regido semidrida do Brasil, para exames rotineiros direcionados a esfera
reprodutiva a fim de verificar problemas diretamente envolvidos com a diminuicido dos
indicadores reprodutivos desse rebanho, observou-se um reprodutor da espécie caprina da
raca Moxotd, com quatro anos de idade, apresentando um quadro clinico de orquite e
epididimite unilateral com consisténcia firme (Fig.2). Nessa propriedade existiam 135

animais, sendo 70 caprinos e 65 ovinos criados juntos.

2.2. Sorologia para Brucella ovis e Brucella abortus

Foi feita uma colheita de sangue em todos os animais, por pungdo da veia jugular,
para diagndstico sorolégico das infec¢des por B. ovis e B. abortus. Para B. ovis, foi
utilizada a técnica de imunodifusdo em gel de dgar (IDGA) com kits comerciais
produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR), Brasil, sendo a técnica
realizada de acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando-se antigeno de
lipopolissacarideos e proteinas de B. ovis, amostra Reo 198. Para B. abortus foi utilizado o
teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), cujo antigeno consistiu em uma
suspensdo de B. abortus amostra 1119/3 inativada, produzido pelo Instituto de Tecnologia
do Parand (TECPAR), Brasil, na concentracdo celular de 4% e corado pelo Rosa de

Bengala (OIE, 2008).

2.3. O exame bacteriolégico

Do caprino com diagndstico clinico de epididimite foram realizadas colheitas

semanais de s€émen por eletro-ejaculacdo, durante trés semanas. Também foram efetuadas

puncdes por aspiragdo com seringas e agulhas descartidveis do testiculo e da cauda do
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epididimo. As amostras foram semeadas em meios de cultura dgar sangue e dgar Brucella
enriquecidos com sangue desfibrinado de carneiro na concentragdo de 5% do volume total.
Todas as amostras foram incubadas em uma atmosfera contendo 10% de CO,, bem como
em aerobiose, por um periodo de cinco dias. As bactérias isoladas foram submetidas as

provas bioquimicas conforme Krieg & Holt (1984).

2.4. Extracdo de DNA, PCR 16S rRNA e sequenciamento

As amostras de sémen, pungdo e cultivo foram submetidas a extragdo de DNA
utilizando-se Kit comercial “Qiagen DNA EasyBloodandTissues Kit” (Qiagen®), seguindo
o protocolo do fabricante.

Para a Brucella sp. o PCR foi realizado utilizando-se os iniciadores dirigidos para a
regiao 16S-interespago 23SrRNA de Brucella spp- (ITS66:
ACATAGATCGCAGGCCAGTCA ¢ ITS279: AGATACCGACGCAAACGCTAC) (Keid
et al, 2007.). ITS66 e ITS279 primers sdo especificos para Brucella spp. e o tamanho
esperado do produto de amplificacdo a partir de Brucella é 214 pb. A mistura de reacio de
amplificacdo foi preparada em um volume de 50 mL contendo 200 uM de cada
tryphosphate desoxinucledsido, KCI 50 mM, 10 mM de Tris-HCI (pH 9,0), MgCI2 1,5
mM, 0,5 mM de cada iniciador, 1,5 platina U de polimerase de DNA Taq (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e 5 ul de ADN molde. A reaccdo foi realizada em um termociclador
de DNA (MJ Research DNA PTC motor 200, Watertown, MA, EUA), sem 6leo mineral. A
dgua ultrapura foi utilizada como controle negativo e a estirpe B. ovis 63/290 como
controle positivo. Apds uma desnaturac@o inicial a 95 ° C durante 2 min, o perfil de PCR
foi definida como se segue: 30 s de desnaturagdo modelo a 95 ° C, 30 s de primer
anelamento a 62 ° C e 30 s de extensao do primer a 72 ° C, para um total de 40 ciclos, com
uma extensdo final a 72 ° C por 5 min.

Para A. seminis, oS primers utilizados foram SRJAS1
(CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC) e SRJIAS2 (AAGAAAAAGACGAAGAGACATT)
segundo Appuhamy et al. (1998b), amplificando a regido 16S do rRNA com 436pb. As
reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 12,5 pL contendo 2,5uL
de DNA gendmico; 0,5 puL de cada primer a 30uM; 2,5 uL de Agua Mili-Q ultrapura e
6,25 pL de Top Taq Master Mix (Quiagen®), de acordo com o protocolo do fornecedor. O

perfil térmico das etapas de reacdes foi feito em um termociclador XP Thermal Cycler
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(Bioxer Technology CO LTDA), consistindo de uma desnaturacdo do DNA inicial a 94°C
(Imin) e seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos para a desnaturagdo, 55°C por 30
segundos para o anelamento, 72°C por 6 minutos para a extensdo e extensdao final de 1
minuto a 72°C, de acordo com Appuhamy et al. (1998a).

Amplified products were analyzed by electrophoresis in a 2% agarose gel and then
stained with ethidium bromide (0.5 mg/mL). The DNA bands were visualized under UV
light.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o kit “The Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems) e as condi¢des de polimerizagdo
foram realizadas em placas de 96 pocos de acordo com as instru¢des do fabricante. As
amostras foram sequenciadas pelo método dideoxy terminator em sequenciador automético
ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystem), com posterior andlise de

identidade utilizando o software Jalview (http://www.jalview.org/).

3. Resultados

Com relacdo a sorologia para B. abortus, todos os animais foram negativos no
AAT. Para B. ovis, cinco ovinos (7.7%) e nove caprinos (12,9%), incluindo o caprino com
sinais clinicos de orquite e epididimite unilateral, foram soropositivos na IDGA.

A partir do material de pun¢do e de sémen, foram isoladas colonias pequenas (1 a 2
mm), lisas, brilhantes e sem pigmento. Na coloracdo de Gram, foram verificadas bactérias
com morfologia de cocobacilos e Gram negativas. As amostras foram catalase, oxidase,
nitrato e esculina positivas e motilidade negativa, produgdo de dcido em maltose e xilose,
sem producdo de 4dcido em galactose, lactose, maltose e trealose. As caracteristicas
morfotintoriais e bioquimicas permitiram identificd-la como sendo A. seminis

A PCR foi negativa para B. ovis, no entanto, foi amplificado DNA de A. seminis a
partir das amostras de s€émen (isolate SAASO1) colhidas semanalmente. Os produtos
amplificados das amostras de sémen que revelaram fragmento do tamanho indicado ao
descrito para os primers utilizados para A. seminis (Fig. 3), quando sequenciados revelaram

similaridade de 99% com a regido 16S do rRNA de A. seminis.
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4. Discussao

O isolamento de A. seminis em caprino, com posterior resultado positivo no
sequenciamento, trata-se do primeiro relato na espécie no Brasil e provavelmente no
mundo. Um fato que merece destaque diz respeito a criacdo conjunta de caprinos € ovinos
na propriedade em questdo, situagdo comum em relacdo ao sistema de criagdo no semidrido
do Brasil, onde frequentemente pode-se encontrar propriedades que adotam a criagdo
consorciada de pequenos ruminantes ou bovinos, principalmente quando se trata de
animais com aptiddo para o tipo corte (producdo de carne). A possivel participa¢do de
ovinos como fonte de infec¢do de A. seminis para caprinos ndo pode ser descartada, visto
que o sistema de manejo proporciona o contato entre as espécies.

Clinicamente, a infec¢do por A. seminis caracteriza-se por alteragdes inflamatorias
crOnicas que envolvem o epididimo e o testiculo (Bezerra et al., 2012). Estas alteracdes
foram devidamente comprovadas quando da avaliag@o clinica do reprodutor da espécie
caprina da raga Moxotd, com quatro anos de idade, que apresentava um quadro clinico com
orquite e epididimite unilateral com consisténcia firme. Deve ser destacado que as
alteracdes clinicas estdo associadas a baixa concentragdo, baixa motilidade e a ndo
viabilidade espermadtica, além da presenga de neutréfilos no sémen, que comprometem a
taxa de fertilidade dos reprodutores, e nas regides onde a doenga nao foi diagnosticada
anteriormente, os prejuizos econdmicos podem ser ainda maiores.

Analisando-se os indicadores de produg@o, ha relatos que revelam deficiéncias
sanitdrias em relacdo a criagdo de pequenos ruminantes na regido semidrida do Nordeste do
Brasil (Pinheiro, 2000), demonstrando assim a necessidade de minimizacdo dos prejuizos
provocados pelas perdas reprodutivas. Neste particular, destacam-se as caracteristicas da
infeccdo por A. seminis, cujos efeitos ndo sdo perceptiveis nem mensuraveis (Gomes et al.,
1991), especialmente em criacdes extensivas ou por produtores nio alertados para a
importancia econdmica da doenca (Bezerra et al., 2012).

O isolamento de A. seminis na espécie caprina se reveste de importancia, em fungio
do que representa a atividade da caprinoovincultura no contexto da cadeia produtiva e seus
impactos econdmicos para a regido semidrida do Nordeste do Brasil, visto que a infec¢do
causa infertilidade dos machos infectados e, consequentemente, reducao da fertilidade dos

rebanhos. Diante desta situagdo, o A. seminis deve ser considerado como um diagndstico
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diferencial em casos de epididimite em reprodutores caprinos, especialmente na regidao
Nordeste do Brasil, onde a criagdo consorciada de pequenos ruminantes é um préatica
amplamente adotada e o agente j4 foi isolado em ovinos (Bezerra et al., 2012).

Embora o A. seminis predisponha o desenvolvimento de orquite e epididimite
principalmente em carneiros jovens (Hajtos et al., 1987), no presente trabalho a infec¢do
foi confirmada em um reprodutor adulto da espécie caprina, 0 que permite supor que a
infeccdo também estd disseminada entre os reprodutores adultos, o que dificulta o controle
principalmente na ocorréncia de empréstimos de reprodutores entre os produtores e a
comercializa¢do sem os devidos cuidados sanitdrios na regido.

O diagndstico diferencial visando identificar o agente nos casos de orquite e
epididimite deve ser fundamentado no diagnostico clinico, anatomopatoldgico, e
principalmente no isolamento do agente causal (Sponemberg et al., 1983). Exames
sorologicos ndo tem demonstrado resultados satisfatérios, € um fato que chamou atencio
no presente trabalho foi o resultado positivo do caprino na prova de IDGA, utilizando
antigeno de B. ovis, prova utilizada para o diagnostico da brucelose ovina, o que levanta a
possibilidade de ocorréncia de caprinos soropositivos para B. ovis quando infectados por A.
seminis. No entanto, Gomes et al. (2001) e Gregory et al. (2009) isolaram A. seminis de

ovinos, e os animais foram negativos na pesquisa de anticorpos anti-B. ovis na IDGA.
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Legendas das figuras:

Fig. 1. Localizacdo espacial do municipio de Patos, Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

Fig. 2. Caprino Moxoté de quatro anos de idade apresentando sinais clinicos de orquite e

epididimite unilateral.
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CONCLUSOES

- Constatou-se que 20,39% das propriedades apresentaram pelo menos um ovino
soropositivo e que 5,20% dos animais examinados foram soropositivos para Brucella ovis,
sugerindo que o agente encontra-se disseminado na regido e que hd a necessidade de
estudos acerca do seu isolamento do agente, caracterizacdo da patogenicidade e do impacto

econOmico nos rebanhos ovinos.

- Baseando-se na andlise de fatores de risco, recomenda-se a realizacdo de diagndstico da
infeccdo por B. ovis previamente a aquisicdo de animais e realizacdo periddica de

higieniza¢do das instalacdes.

- Em relacdo ao isolamento de A. seminis em caprino, com posterior resultado positivo no
sequenciamento, trata-se do primeiro relato na espécie no Brasil e provavelmente no
mundo. A possivel participagdo de ovinos como fonte de infeccdo de A. seminis para
caprinos ndo pode ser descartada, visto que o sistema de manejo proporciona o contato

entre as espécies.

- O isolamento de A. seminis na espécie caprina se reveste de importincia, em fung¢do do
que representa a atividade da caprinoovincultura no contexto da cadeia produtiva e seus

impactos econdmicos para a regido semidrida do Nordeste do Brasil.
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UnivERSIDADE FEDERAL DI

CAMPINA GRAMNDE

CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL CAMPUS DE PATOS
COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAD
EM MEDICINA VETERINARIA

NORMA N* 001/2011

Alters a NORMA N QLY de 04 de feverdiro de
0% e acrescenta movas critérios parn &
chiboracio ¢ defess da dissenacdo e tese do
Programa de Pos-Graduacio em  Medicing
Weterindria do Cendro de Sadde ¢ Tecnologiz
Rural da UFCG.

0 Colgimdo do Programa de Pﬁ»s.—[]rmaqén em  Medicing
Vetenmina, oo uso de suas atriboigdes. de conformidade coni & legislagao em vigor, ¢ nos
termos dz Resolucdo N™ 1302 do CONSEPE ¢ do sen Regulamento.
RESOLYVE:
Art. 1* Decide modificar a redacio do § 1° do-art. 2* da norma O 17200

e estabelece que o aluno deva apresenotar, antes da defesa. 0 comprovante de submissio dos
trehalhos da dissemagio e tese &5 revistas Quaalis Al A2, Bl e B2 da CAPES.

§ 1" - O corpo da dissenagin serd constituido por capitulos, peko menos
dos, e poderdo ser da seguinte fomma:

I - uma revisio da lderatura e um trabalho 4 enviado a uma revista
cicntifica Qualis citadas no Caput do anigo;

Il - dots trhbalhos enviados a revisia Qualis citadas no Caput do artigo.
§ ¥ - O corpo da tese poderd ser constituido por:

I - trés trabalbos submetidos a revistas cientificas Qualis citadas no
Caput do artigo;

II - dois trabalhos submetidos & revistas cientiticas Qualis ciradas o
Caput do arigo ¢ uma revisio da literasura.
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§ 3 Os demais stens relacionados com a- elaboracho da dissentacio
deverdo seguir a5 normas oo Ancxo.

Art. 2* A qualificagio do doutorade deverd ser feita em um prazo de 30
(trinta} meses apos o ingresso do dowtorando no Programa,

Art, 3* A presente Nomma entre em vigor o partic da data de sua
publicagio.

Patos. (13 de junho de 2011,

Prof. Er. Franklin Rict Comea
Coordenador do PPGMY
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Anexo

NORMAS PARA ELABORACAQ DA DISSERTACAD

¥ corpo da dissertagio- serd constituido por capiulos. pelo menos dois: 1- Revislio da
literatura e 2- um irabalho mas pormas ds revisia cientifica Qualis A oo B da CAPES o qual
serd enviado, obedecendo oo prazo maximo de 30 dias apds a defiesa,

Ao invés da revisbo de literatura, o aluno poderd apresentar outro artigo ciendifico na
mesma linha de pesquisa. A dissertaciio consiard, dessa forma, de dois armigos cientlficos,
um tiule que abranga os doeis aniges, uma inroducio ¢ conclusdes relacionadas aos dois
arigos.

() trabalho serd redigido seguindo as normas da revista para a qual serd enviado.

A revisdo da literatura, se ndo tiver sido enviada para owira revisia, deve seguir as mesmas
nocmas que o irabalho a ser enviado, deverd ser incluida versdo em inglés ¢ portuguis.

Se a dissenacio constar de mais de um rabalho original. estes deveriio seguir a5 normas
das respectivas revistas para as guais serdo enviados.

Em todos os casos, no final da disseracio devem ser incluidas, como anexo, as normss da
(=) revista (5] para as guais os wabalhos serdo enviados. Para a formagio da dissertagio,
serd utilizada a folha Ad. © cstibo da fonge deve ser Times New Homan tamanho 12 ¢
cipacamento |5 entre as linhas.

Na capa serd incluido o nome da instiieicho, abaixo o tiulo, oo lado dirciio & descrigdo da
disseracio sem constar 4 drea. abaivo o nome do mestrando e por dlimo o ome da
cidade, Estado ¢ data.

A comiracapa serd constifuida da mesma forma da capa, acrescentando-The apenas o nome
dov orientador ¢ mo verse, a ficha catalografica

Mo caso do shinp opiar pela apresentacdo deverd ser incluida oma imtroducido com wma
cxplicagho dos dois wrahalhos.

Mo final, apds o dliime capiiulo deverdo ir as conclustes do (s) rabalho {5

Tanio ny apresentacfo quanto nos diferentes capiiulos ¢ conchisiies, nos exemplares paraa
defesa ds dissenacio deve ser inclufdo, & diveita da folha, 8 numeracio das linhas, excemn
na verslo final

) sumiirio serd antes da introdug o,

As Figuras, Tabelas ou Quadres devem ser inclufdos dentro dos: resultados; em folhas
separadss, com nilo mais de 4 Figuras, Quadres ou Tabelas por folha.

Um volume deverd ser entregoe & coordenacio 435 dias antes da defesa para ser
encaminhado 4 um revisor para avaliaglo se o mesmo estd apto & defesa

Cinco exemplares da disseriacio devem sor entregues 4 cootdenacdo. no minimo 30 dias
anbes da defesa,

Apds a defesa o mesirando deverd entregar na coordenagdo do progranm 3 {cinco}
cxemplares da dissertacio, com pelo menos 2 {duas ) em capa diera, no prazo previsto o
regimento (M) dias apds a defesa).

Ma versdo final do disseriac#o nibo deve constar o anexo da cipia do rabalho em inglés a
ser publicade pa revista. mas somenie a cdpia do irabalho em porugués. Mo anexe deverd
comstar uma folhs mencicmndo o site da revists em gue o artigo secd poblicado. Deverd
ser entregue na Coordenacio em separado nma-odpia do artigo escrito em inglés, com as
devidas cormegdes da banca, & ser enviado para publicagi.

Agradecimenios ¢ dedicaidnas serdo opLaiivos.

Patos, 03 de junho de 2011,

Prof. Dr. Fracklhin Riet Correa
Coordenndor do PPGMY
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

wpes of arfich
1. Drmiginal fesearch Papers | Reguisr Fapers)
2. Review Artickes

3. Short Communcation

4, Fositson Fapers

5. Technical Motes

§. Letters bo the Editor

7. Book REviows

Onginal Aeseanct Papers should report the resufts of original reseanch. The material shoald not have
been previously putiiished slspwhens, except m a prelimimary fonm.

Review drticles should cover subjects falling within the scope of the joumal which a2re of active current
rterest. Aeviews will often oe invited, but submitted reviews will also be conssdered for publication.
Alf reviews will be subject to the same peer revicw process ac applies far anginal papers.

A Shart Communicaton |s 8 conose but complete desonptson of a limited investigateon, which will not
helru:l.l.l:ludh'l.ulatu’pup:r. Shaort Commurecations may be submated to the jowmnal as such, or may
resuft from 2 request to condense & regulss paper, during the pesr revsew procsss. They should nat
oCruny more than B journad pages incuding figures, tabies and references_

Fositon Fapers are informatihee and thought-provoking artides on ey Esves, often dealing with
matters of putlic concem. These will usually be invited, but 5 submitted paper may also be consdered
for pushcaton. They showld not ocoogy mare: than 10 fourmal pages.

A Techmicai Mok i 3 report on a ness methad, echnigue or procedure faling within the soope of Smal
Ruminant Aesearch. 1T may invoive @ new algorithm, compater program (e.g. for statistical analysis
or far simulation’, or testing method for example. The Techmical Maobe should be ased for information
that cannot adeguately incorporated into and Original Research Article, but that s of sufficient value
o be brought o the attention of the readers of Smaif Suminant Aesesrch. The note should describe
the mabure of the new method, technigue or prooedune 2nd danfy how & differs from those curmentiy
in use if cannot be mcorporated. They shousd not cocuay more than 4 Joumal pages.

lelters o the Editor affering comment or useful ortique on matenial published in the joumal, within
4 months preceding the most osment Issue, ane weloomed. The dedsion to pubdesh submetted letters
rests purely with the Editor-in-Chief. The Editor-in-Chief adsn reserses the might o edit or shorten
summitied letters that sre sccepted for puralicatsan. It is hoped that the publication of such letters will
permit-an exchange of veews: which will be of bensfit to both the joumal and its reacers. Fiease follaw
the information below o submit your letter.

Epak Reviews will be induded in the journal on a range of relevant boolks which are not mone than
2 years ald. Book reviews will be solicited. Unsoficited reveess will not ususlly be acoepted, but
suggestions for appropriabe boodcs for revies may be sent to the Editor-in-Chaef

Fapers an polwmarphism studies will only be aooepted If they contzin signeficant new informatian for
i resders. and have direct relevance to those small ruménant species described in the sims and
scope af this jourmnal. Submissions on studies Involving single-nucksobide polymarphism (SKP) only,
without linking I:rrun-.:'lrnm;l'p' and ﬂepﬂinml:lh.l ta praduction traits, are not encouraged.

m ;ru:ul-l:r su'm -:||.|:|'|c: c:l'rnurrurlg the submission process ar jourmal proceduses
fhorSupportfelsevien com. Authors can determine the status of their manuscript within the revsew

II-I'-DI:EH:I.II'EI.L!I‘I'Q Elsevier Editorial System.
Engpy

This ;l-l:u.l.n'l.al ha: ne page chamges:
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BEFORE YOU BEGIN

For Irh'm'mal:l-m on Ethics In publishing  and Ethical guidelines for journad publication see
nttps eww. el sevien comi publishingethics and bitp:ftwerw.stseviercomfethicabguidelines.

=T e -f
ﬂtwm‘kduuﬁcﬂlnwuﬂdemﬂhueh:mmrﬂadwtnmrﬂuummﬂhde
of Ehhics of the Waorld Medicai desociation (Declaration of Melsinkd] for enpenments insohving
humsns betp: ) wersswma nedtfend IBpublications)' L Gpolicies/ b3 index_kimil; BU Blrective N1 058350
foranimal experiments hitp:/fecosuropa. e wfenvironment/chemicais/lan _animalsy/legisiation_en. Romg
Uinifarm Aequirements for manusorphs submitfies to Semedics) jowmals hitp: )/ fwwa ioms.ong- This
must be stated at an appropriate point i the aficle.

Unnecessary cruelty in animal experimentation s not acceptabie to the Editors of Smal Rumnant
Ressrrei.

Confliet of fnforest

Al authors are requested to disclose amy actual or poberbial confiict of Interest including any firancial,
persanal or other relationships with other people or organizations within three years of begirning the
submitbed work that could inapproprictely nfluence, or be perceived to influence, their work, See
ako hitpiwweslseyiencomfmoncteafimerest

i [>T ] .__. _-_. .I.-.'I.I-I.'\ ]
Suhmission af 2n article implies that the work desoribed has not been published previously [eooept
n the form of an abstract or as part of a published lechure or academic thesis or as an elecironic
preprint, see hip:ffwwe_elseviercomdpostingpalicy ), that i Is not pnder consideration for publication
elcawtere, that £s puhlication is approved by 2@ authors and tacitly or expbcthy by the responsible
authooiies whers the work was carried cut, and that, i acospted, & will not be published elsewhers
inciuding slectronically in the same form, in English or in any other language, without the antten

consEnk of the comyrght-hokder.

This podicy concems the additian, deletion, or rearrangement of author names in the authorshen of
sccepted manuscripks:

Before the scoepted manusoripd s pablshed in an onifne Bsue: Reguests o add or remose an authar,
of 10 rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the cormesponding author
of the accepted manuscript and muest indude: {3} the reason the name should be added ar remoeed,
of the author names rearranged and {0} written confirmation {e-mail, fax, letter) from a8 authars that
they agree with the additon, remosad or rearrangement. bn the case of addition or removal of authors,
this indudes confirmatian from the author being added or remaoved. Requests that are nob senk by
the corresponding author will be foraanded by the Journal Manager ta the comresponding authorn, who
must fofiow the procedure as describied above. Note that: (1) Journal Managers will infarm the Journal
Editors of any such requests and {2} publication af the accepted manuscript in an online Esue is
sugpended wrtl authorship has besn agresd.

After the accephad manusonpt Is publshad i an online Espe: &ny requests to add, delste, or reammange
suthor mames @ an articke published in &n onBine issus will oo the same polides as noted above
mdmﬂd.thlmﬂgﬂ'rdm‘n

opprigk
mﬂmrﬂ of an artide, autnors will be asked to complete & " fournal Fublishing o
more infarmation on this and copyraght see bitp/wwsels=viercom/copyright). Acoceptance of the
agreement will ersure the widest possible dssemination of informasion. &n e-mall will be sent o
e corresponding authar confirming receipt of the marusorpt together with a *Journal Publishing
figreement’ foom or & link bo the ondne wersion af this agreement.

Lubhsoribiers may reproduce tahles of contents or prepane lists of srticles inchuding abstracts for internal
circulation wrhen thedr institutions. Fermission of the Publisher is reguired for resale or distnbution
gutside the instibution and for all other dervathee works, including compdations and translations
{please consult nbBps/ fwvww elseyler. omy permissions). IF excerpts from ather cogyrighted warks are
inciuded, the author{s] must obtain written permission from the copyright caners and credit the
source|s) in the article. Elsevier has prearinted fonms for use Sy authors inthese cases: please consult
nhpcFeww. ssewviennom) permissions.
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Eetaines) sothor ahE
A5 an author you {or your emaloyer or institation) retain cerman rights; for details you are referred
o FEp i wweselsev ienoomy auttarsrghds.

Male of [Me femdfing sowrce

¥ou are reguested to identify wno provided financial support for the conduot of the research andfor
preparation af the artide and to briefty describe the role of the sponson(s], IF amy, instudy design; in
the collection, anakrsis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision o
submit the article for publicaton. If the funding source{s} had no such Invohsement then this should
be stated. Please sme Bitn: fwweelseviercomyfunding.

Funding bidy sgreements snd poflcis

Elzevier has estanlished agreements and developed policies ta allew authors whase artickes appear.in
joumals published by Elsevier, bo-oomply with pobential manusonpt archireing requirement s 25 specified
as conditions of their grant awands, To learn more about existing agreements and polices please wisit
hbtg - e sdseaesr.cam/ fundingbodies.

LLF e SR FETTEFE K

Pleace white your text in good English {American or Brtish usage is accepted, But not a micure of
these). Authors who requine Information aboart language editing and copyediting servioes pre- and
post-submission please visit oo/ fwebshop elseviercom/languageseryices of our customer suppart
site &t hitp: Mfsupport. ebevier comn for more information.

Sunmissicn to this jowrnal proceeds totally anline and you will be guided stepeise through the oreation
and uploading of your flles. The system automatically comverts sounce files o & single FOF file of the
article, which is used in the peer-review process. Pleate note that even though manusript sounce
files are corverted fo POF files at submession for the review process, these source files are needed for
further processing after accentance. All correspondence, mcluding notification of the Editor's decision
and reqguests for nevision, takes piace by e-maill removing the need for a paper trail.

Sabmit your arfione
Peaze submi your asticle via hitp:ffees elsevier oomy neminy

PREPARATION

i‘hl'l-l.l-il-:l'lptl-ﬂlﬂ:l:ﬂﬂ hawe numbered lines, with wide ins and dounie spacing throughout, Le.
ko for abstracts, footnaotes and references. Every p-age-E the manusorigt, indisding the ttle page,
references, tables, =tc . should be numbersd. However. 7 the text no reference should be made o
page numbers; if necessary one may refer o sections. Svoid exoessive usage of (talics o emphasize
part of the fext.

Hanuscripts in general should be arganized in the following coder:

& Anstract

« Keywaords (indexing terms), nonmady 3-& ems

slrronoouction

s Material studied, aren descrigtions, methods, technigues

& Results

& Dizoussion

# Canclusion

& Acinowiedgment and any addtional informatian concerning research gramts, etc.
& Referenoes

Exzentisl LiHe sage imformation

&« Titke. Concize and imformatve. Tiles are often vsed in information-retieval systems. Avold
abbreviations and formulae whone possible.

« Author names and afflfiations. Where the family name may be amblguous [e.g., 2 doubde
name}, please indicate this ch=arly. Present the avthors” affiliation addresses (where the acsal work
was done) Delow the names. Indcate all affiatons with a oecer-case superscript ketter iImmediatedy
after the authar's name and in front of the appropriste address. Prowvade the full postal address of
each affilemion, induding the country name and, if avalizble, the e-mail address of each authoc
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» Correspomding author. Cleary indicate who will handie correspondence at all stages of referesing
and publication, slso post-publication. Ensure that tefephone and fan numbers (with country
and area code) are provided o sddition to the c-mail address and the complete postal
address. Contact detadis must be kept up o date by the corresponding author.

s Presentypermanent address. If an author has moved since the work described in the artice
was done, ar was visikting at the time, a "Present address’ (or ‘Permanent address’} may be indicabed
a5 o footnete to that author's name. The address 2t which the author achaally did the wark must be
netained as the madn, affilabion address. Superscript Aranic numerals are used For swuch footnobes.

AN froc]

4 condse and factual abstract & required. The abstract shoold sate briefly the purpose of the
nesearch, the grincipad results and major conclusions. An abstract is often presented separatety from
e article; o & must be able o stand alone. For this reasan, Aeferences should be avcided, Do if
essential, then cite the authar(s) and years). Ako, non-standard ar uncamman abbreviations shaould
b avoided, but IF essential they must be defined at thesr first menban m the abstract iself.

Flpmen Salure gl ity
Follow imemationally accepted nubes and conventions: use the bernational system of unes (S IF
ather guanifties sre mentioned, give thelr equivasent in 5. Yoo are urged o consust IR Biochemical
Fomenclature and Felabed Documents: ntto s/ feew . cheamgmw.ac wkflubmb ! far further indonmeation.

Authors are, by general agresment, oaliged to acoept the rules govaming biclogiczd nomenclature,
&5 lzid down im the fntermatans) Code of Sobsnical Momenosfune, the [niematians Code of
Nomendiastore of Bactenia, and the intemational Code of Zociogics) ivomenclafure.

&lf biobica (crops, plants, insects, birds, mamemats, ebc.} shoudd be identsfied by their scienbific mames
when the Englkh term is first used, with the exception of common domestic animaks. &l bioddes
and pther nrganic compounds mast be (dentified by their Geneva names when first wsed in the bet.
Sctree ingredients of all farmulations should be lcewise identified.

Wiae b Fro g

Proecent simphs formulss en the Ene of normal bext where possible and use the solidus £ ) imstesd of
& horizontal line for small fractional terms, g:.g. %77 In pAincgple, varables ane o be presented in
talics. Powers of & are often more convenientdy denated by exp. Numiber consecotively any equations
thiat have n be displayed sepaately from the text i refemed o eaplictly 0 the tead).

Equations should be numbersd seradly at the night-hand side in panentheses_ in general only equations
explicithy referred to i the text nesd be numbered.

The use of fractional powers Instead of rook signs & recommended. Powers of ¢ are oiften more
convenkently demated by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further  evplanation ane *P<
005, *TF<h.0] and ***P<l.001.

In chemical formulae, valence of lons should be given-as, 2.g. CaZ+ , not as Cas+.

isotope numbers should preceds the symbols, =g 1B0.

The repeated witing of chemical formulae in the et & b be avoided where reasonsbly possible;
instead, the name of the compound should b= given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name oooeming very freguenthy or in the case of a compound being described 2 the end
product of a gravimetric determination {e.g. phosphate as P205),

Fonirod

Foobnptes shoold be used sparinghy. Mwumber them onsecutively throoghout the artide, using
supersorpt Arabic numbers. Mamy wordprocessors belid footnotes inho the text, 2nd this festure may
be used. Showd this not b= the Case, Ir-dlc.uh:tllmpmm-affnntrmbcslnm: beint amnd present the
TtsMumﬁrﬂttu‘rﬂﬂﬂnﬂ&. Do not include footnates in the feference
Table foctrotes

Indicate each footnote i & table with & supersoript lowercase ister

Eleptramc Sriwork

Gieneral poinds

« Make sure you use uniform bettering and sizing of your ariginal arbwok.

» Saue text In iBustrations &< “graphics’ or enciose thee font.

« Only use the following fonts in your iflustrations: &rial, Couner, Times, Symibol.
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& Wumber the lustratiors according o their sequence inthe bext.
* Uz & logicad naming conventan for your artwork filles.

= Frovide capisons to ibustratons separately:

&« Procuce Emages near ta the desired size of the printed wersion.
« Submit =sch figure as a sepamte fie-

& detalled gukde on efectronic artwork & svallable on our website:

nEEnc W, els BviEr Domy artwornE L nacTions

Wou are unged to visit this site; some excerpts from the detalbed information are given here.
Farmals

fAegardless of the apolicaton used, when your slectronic arteori I finalised, please 'save as' or
corvert the images to one af the following formats {note the resalution nequinemsents for line drawsngs,
halfiones, and bney'halftone combinations gaeen below):

EPS: Vector drawings. Emided the fant ar save the text s ‘graphics’.

TEFF: Ciodor or grayscale photographs (haftones): slways use & minimum of 300 dol.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a2 minimem af 1000 dal.

TIFF: Combinations bitmapped knefhalf-tone [color or grayscale): & menimum of 500 dpi s requined.
If your electronic artwork &5 oreated in 2 Microsalt Office apphcation {Waord, PowerPoint, Excel) then
please suppdy 'as is'.

Flease do mot:

&« Suppdy files that are opbimésed for screen use {e.g., GIF, BMP, PICT, WPS); the resolution is too low;
# Supaly files that are too kow in resoluticn:

= Submit graphics that are dsproporicnately large for the content.

Colar arhwork

Pease make sune that arowork flies are in an acceptable format (TIFE, EPS or M5 OFioe fles) and with
the carrect resodutian. If, together with your acoepted articde, you submit usable cofor figures then
Elzevier will ensure, st na additional charge, that these figures will 2ppear in oolor on e Wea (e,
SoienceDirect and other stes) regardiess of whether or not these iHustrations are reprodusced in oolor
in the printed verson. For cobor reprodection in pring, you will recefve information reganding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Flease indicate your preference
for color: in prnt or on the Weh ondy. Far further informatian on the preparation of elecronic artwark,
please see bt wwe elseyioroomyartear kinstrichans.

fease nofe: Because of technical complications whikch can arise by converting codor figures bo ‘gray
scale' {for the primted wersion should you not opt far color In print) please submit in addftion usable
black and white versions of all the color Bustrations,

Flgure capbions

Ensure that each llustration has a caphian, 5Ln:|ﬁl|.- captions scparately, not 2ttached ta Hhe figure. &
capman should comprise & brisf Hits= { mot on the figure itself) and a-description of the Hostrabon. Keep
text in the Busirafions themsebies to & milnimum St explain all symbols and shbrevistions ussd.
Mumbesr t2hies consscutively in accordance with thedr aopesrance in the text. Place footmabes o tables
below the @ole body and Indicate themn with supsrscript lowercase Ietters. Avosd verticsl rules. Be
spaning in the uvse of t2bles and ensure that the data presented in t2ibles do not duplicate results
described slsewhens in the aride.

Web references

#z 2 minimurm, the full URL should be green and the date when the reference was last aocessed. Any
furtheer infermation, i known {DOL, suthor names, dates, reference to & scurce  publication, ebc.],
should 2lso be glven. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under 2
different heading |f desired, or can be included in the reference ist.

Helference style

Teat: Al cEations in the text should refer to:

1. Single zuthor: the suthors name (without inittals, undess there ks ambéguity} and the year of
pubilicaticn;

2. Two awvthors: both authors” names and the vear of ouslicston;

3. Three or more sathors: first author's name .Eln'nb:l by =t al.” and the wear of puslicaton .
Otatiens may be made directly {ar panenthetcally). Groups of references should be Bsted first
aiphabetically, then chronalogically.

AILFTHOR [NFORMATION PACE 28 Jul 2013 viww elseviercomy locatef smalirumres B
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Exampies: 'as demonstrated {Afan, 2000z, 2000k, :99%; Allan and Jones, 19539). Kramer et al.
{2010} hizve recenkly shown '

list: References should be armmanged first alphabetically and then turther sorted chronologecedly (If
necessary. More than one reference from the same avthor(s) in the same year must be identdfied by
the letters ‘2%, ', °c', etc., placed after the year of publication.

Examplas.

Acference toa joumal publication:

van der Geer, 1, Hanmads, 14, Lupton, .4, 2010, The at of writng @ sciemific artide. 1. Sd.
Comemun. 1E3, 51-59.

HAeference to a book:

Strumk I, W, White, E 8., 2000. The Eements of Skyle, fourth ed. Longman, kew Yo

Aeference to a chapter in an edited book:

Wettam, GLRL, Adams, LB, H10S. How to prepare an electromc version of your artide, in: Jones, 5.5,
Emith , R.Z. (Eds. ), Introduchion to the Becronic Age. E-Fublishing Inc., New York, pp. 2B1-304.

Elsevier accepts wideo material and. animation sequences to supoort and enhance your scierbsfic
research. Authors who have video or animation files that they wich to submét with thesr arficle are
strongly enoouraged o include these within the body of the artide. This can be done in the same w2y
=% a figure or table by referring to the video or animaton combent 2nd rating in the body text whene it
should be placed. All submitted fiies showd be properiy |abeled so that they directly relate o the video
file’s content. In crder ta ensure that your video or animation material s dinedtly usabés, plesse provide
thie files in one af our recommencked file formats with 2 preferred maximom size of 50 MB. Videns and
animation files supplied will be published andine in the electronic vession of your artide in Elsevier
wWeb products, Induding Soencelirect: Rtp s/ fwww sdencetirect . com. Flease supply 'stills” with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a2 separeie image. These will
be used inst=ad of standard icons and will personadize the Mnk o wour video data. For mare detatled
nsTuctons please visit our video instruction: pages at iitpe/ wees_elseviernoomyartaorkinstructions.
Mate: since wideo and animation cannot be embedded I the prnt version of the joumnal, plesse
provide text far both the slectronic and Ehe print version for the porians af the acticle that refer o
hE conbent

Elsevier sccepts electronec supplementary materiad o support and snhance vouwr sceentific resesnch.
Supplementary fles offer the authior addtional possibilities bo publish supparting applicatans, hagh-
rescéution Images, background datasets, soand clips and more. Suppéementary fes supalied will be
publshed online slongsice the electromsc version of your article in Bseveer Web products, including
SrienceDirect: B/ feaw soencedirectcom. In order o ensure thar your submitted materal is
direcily vsable, please provide the data in ore of our recommended fie formats. Authors should
submit the material in-electronic farmat together with the artade and supply a condse and desoiptve
capison for exch file. For more detaded snstructions please visib gur artwork instroction pages at

nErpc A S R DO M W DR T N T O

SrbmrrEs cireciciiaf

Thie following list will be useful during the final checdng of an artcle prior o sending it 1o the journal
for review. Flease comsult this Gusde for Authars for further detzés of any em.
Enswre that the following ftems arc present:

One 2uthor has been designated as the corresponding suthar with coatact detass:

& E-ma# address

= Full postal address

s Ted=phone and fax numbers

&l necessary flies have been uploaded, and contzan:

i Ferywaros

= A48 figure captions

« 3 tables {including tithe, desoniption, footmobes

Further considerations

« Manusipt has been 'spefi-checked’ and ‘grammar-checked”

s Feferences are in the comect fonmat for this joumal

& AN references mantioned in the Reference list are cted inthe text, and vwee versa

« Permnission has been obtained for wes of copynghted matenis| from other souroes (nduding the Webk)
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& Color figuenes ane clearly marked as being mtended for color reproduction on the Wen (fres of charge})
and in print, or to be reproduced i color on the Wen {free of charge] and in black-and-white in print
& If oniy calor on the Web is requined, black-and-white versions of the figures are also supplied for

orinting purposss
For any further information please visit our custoemeesr support: site at G/ fsepport_elseviercom.

AFTER ACCEPTANCE

fizer pf Lfre higriel Ofcfect. fadeeriffrer

The Digital Object identifier [DOC) may be used to cibe and link o electronic documents. The DOT
onsisks of a unigue sipha-nsmenc chamcer sTing which is assigned ta a document by the publisher
upon the mitial secronic publcation. The assigned 001 never changes: Therefore, it s an ideal
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