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RESUMO

Perfil de sensibilidade microbiana de Staphylococcus psedintermedius isolado de
caes com ceratoconjuntivite seca

A ceratoconjuntivite seca (CCS) ou doenga do olho seco é uma condigao inflamatéria
que acomete a superficie ocular dos caes, reduzindo o componente aquoso do filme
lacrimal. Dentre as possiveis complicacdes, destacam-se as infecgdes secundarias por
agentes bacterianos enddgenos que se multiplicam em razdo das alteragdes do
microambiente ocular. O Staphylococcus pseudintermedius € um coco Gram-positivo
produtor da enzima plasma-coagulase, sendo o principal agente oportunista envolvido
nas infecgdes oculares secundarias a CCS. O presente estudo dividiu-se em dois
artigos. O primeiro artigo avaliou 50 cepas de Staphylococcus pseudintermedius
isolados de 25 cées com ceratoconjuntivite seca confirmada por meio de teste lacrimal
de Schirmer (TLS), teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL) e teste da Lissamina verde
(TLV) e fluoresceina (TF). Adicionalmente, procedeu-se a avaliagdo de escores clinicos
e citopatologicos de esfregacos superficiais dos olhos dos animais. As cepas isoladas
foram testadas quanto a sensibilidade para calculo do indice de multipla resisténcia a
antimicrobianos (IMR), expressao de fatores de viruléncia (producdo das enzimas
urease, gelatinase, dnase, hemolisina) e gene associado a produgao de biofilmes (icaA).
Constatou-se diferencas significativas entre escores de secregao, entre animais com
olhos colonizados por cepas urease-positivas e uease-negativas. Apenas 3 (6%) das
cepas apresentaram presenga do gene icaA. Verificou-se que 24 (48%) linhagens de S.
pseudintermedius manifestaram IMR igual ou superior a 0,3 e correlagdo negativa entre
o resultado TLS e o TRFL e o IMR. O segundo artigo avaliou o perfil de sensibilidade de
20 cepas de Staphylococcus pseudintermedius isoladas de swabs de secregao ocular
dos olhos de 60 caes com ceratoconjuntivite seca confirmada pelo teste lacrimal de
Schirmer (TLS) e Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL). Os testes de
sensibilidade foram baseados no método de disco-difusdo. Adicionalmente, procedeu-se
o D teste para avaliar o fenétipo de resisténcia induzida a clindamicina pela eritromicina
e calculou-se o indice de multipla resisténcia agregado (IMRA). Foram observadas
proporgdes baixas de resisténcia para Cefalexina (1/20 = 5%) e Imipenem (0/20 = 0%),
intermediarias para Clindamicina (5/20 =25%), Cloranfenicol (6/20 = 30%), Eritromicina
(6/20 = 30%), Gentamicina (7/20 = 35%) e Vancomicina (3/20 = 15%) e altas para
Ofloxacina (10/20 = 50%, Penicilina G (10/20 = 50%) e Tetraciclina (12/20 = 60%). Sete
das 20 amostras (35%) foram positivas no D-teste. O IMRA foi de 0,325. Quatro cepas
apresentaram padrao de resisténcia idéntico, caracterizado por sensibilidade somente
frente a Imipenem, Cefalexina e Vancomicina. A resisténcia global frente aos
antimicrobianos revelou predominancia de cepas resistentes nos olhos de animais. Este
resultado € reforcado pela deteccdo de trés cepas resistentes a sete classes de
antimicrobianos, sendo sensiveis somente a Imipenem, Cefalexina e Vancomicina,
podendo caracterizar riscos de transmissao zoonotica de agentes multirresistentes dos
caes para humanos. Os resultados indicam que olhos dos caes com CCS podem ser
secundariamente colonizados por cepas resistentes a antimicrobianos comumente
indicados para uso oftalmico, reforcando a necessidade de avaliar a sensibilidade in
vitro de S. pseudintermedius para respaldar o regime terapéutico.

Palavras—chave: Oftalmopatias. Olho seco. Resisténcia Bacteriana. Sensibilidade
Bacteriana. Staphylococcus pseudintermedius.



ABSTRACT

Microbial sensitivity profile of Staphylococcus psedintermedius isolated from
dogs with keratoconjunctivitis sicca

Keratoconjunctivitis sicca (KCS) or dry eye disease is an inflammatory condition that
affects the ocular surface of dogs, reducing the aqueous component of the tear film.
Possible complications include infections by endogenous bacterial agents that
multiply due to changes in the ocular microenvironment. Staphylococcus
pseudintermedius is a Gram-positive coconut producer of the plasma coagulase
enzyme and is the main opportunistic agent involved in ocular infections secondary
to CCS. The present study was divided into two articles. The first article evaluated 50
strains of Staphylococcus pseudintermedius isolated from 25 dogs with dry
keratoconjunctivitis confirmed by Schirmer's tear test (TLS), tear film rupture test
(TRFL) and green Lissamine (TLV) and fluorescein (TF) test. . Additionally, clinical
and cytopathological scores of superficial eye smears were evaluated. The isolated
strains were tested for sensitivity to calculate multiple antimicrobial resistance (IMR)
index, expression of virulence factors (production of urease, gelatinase, dnase,
hemolysin) and gene associated with biofilm production (icaA). Significant differences
were found between secretion scores between animals with eyes colonized by
urease-positive and uease-negative strains. Only 3 (6%) of the strains presented
presence of the icaA gene. Twenty-four (48%) strains of S. pseudintermedius
showed an IMR equal to or greater than 0.3 and a negative correlation between TLS
and TRFL and IMR. The second article evaluated the sensitivity profile of 20 strains
of Staphylococcus pseudintermedius isolated from eye secretion swabs of 60 dogs
with dry keratoconjunctivitis confirmed by the Schirmer tear test (TLS) and Tear Film
Break Test (TRFL). Sensitivity tests were based on the disc diffusion method. In
addition, the D test was performed to evaluate the phenotype of clindamycin-induced
resistance by erythromycin and the aggregate multiple resistance index (IMRA) was
calculated. Low resistance ratios for Cephalexin (1/20 = 5%) and Imipenem (0/20 =
0%), intermediate for Clindamycin (5/20 = 25%), Chloramphenicol (6/20 = 30%),
Erythromycin, were observed. (6/20 = 30%), Gentamycin (7/20 = 35%) and
Vancomycin (3/20 = 15%) and high for Ofloxacin (10/20 = 50%, Penicillin G (10/20 =
50%) Tetracycline (12/20 = 60%) Seven of the 20 samples (35%) were positive on
the D-test IMRA was 0.325 Four strains showed identical resistance pattern,
characterized by sensitivity only to Imipenem, Cephalexin and Vancomycin Global
resistance to antimicrobials revealed predominance of resistant strains in animal
eyes This result is reinforced by the detection of three strains resistant to seven
classes of antimicrobials, being sensitive only to Imipenem, Cephalexin and
Vancomycin and may characterize risks of zoonotic transmission. of multiresistant
agents from dogs to humans.The results indicate that eyes of dogs with CCS may be
secondarily colonized by antimicrobial resistant strains commonly indicated for
ophthalmic use, reinforcing the need to evaluate the in vitro sensitivity of S.
pseudintermedius to support the therapeutic regimen.

Keywords: Ophthalmopathies. Dry eye. Bacterial resistance. Bacterial Sensitivity.
Staphylococcus pseudintermedius.
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Resumo

O presente estudo avaliou 50 linhagens de Staphylococcus pseudintermedius isoladas de
25 caes com ceratoconjuntivite seca (CCS) confirmada por meio de teste lacrimal de
Schirmer (TLS), teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL), teste da Lissamina verde
(TLV) e fluoresceina (TF). Adicionalmente, procedeu-se a avaliagdo de escores clinicos
e citopatologicos de esfregacos superficiais dos olhos dos animais. As cepas isoladas
foram testadas quanto a sensibilidade para calculo do indice de multipla resisténcia a

antimicrobianos (IMR), expressdo de fatores de viruléncia (producdo das enzimas
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urease, coagulase, gelatinase, dnase, hemolisina) e gene associado a producdo de
biofilmes (icaA) Constatou-se diferencas significativas entre escores de secrecao, entre
animais com olhos colonizados por cepas urease-positivas ¢ uease-negativas. Apenas 3
(6%) das cepas apresentaram presenga do gene icaA. Verificou-se que 24 (48%)
linhagens de S. pseudintermedius manifestaram IMR > a 0,3 e correlagdo negativa entre
o resultado TLS e o TRFL e o IMR. Conclui-se que linhagens resistentes de S.
pseudointermedius apresentam capacidade de colonizar os olhos com CCS com mais
frequéncia do que cepas sensiveis.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius. Fatores de viruléncia. Gene

associado a producao de biofilmes. Olho seco. Caes.

Abstract

The presente study evaluated 50 isolates of Staphylococcus pseudintermedius isolates
from 25 dogs with dry keratoconjunctivitis (KCS) confirmed by Schirmer's tear test
(STT) tear film rupture test (BUT) and green lysamine test (GLT) and fluorescein (FT).
Additionally, clinical and cytopathological scores of superficial eye smears were
evaluated. The isolated strains were tested for sensitivity to calculate the multiple
antimicrobial resistance (MAR) index, expression of virulence factors (production of
urease, gelatinase, coagulase, dnase, hemolysin) and gene associated with biofilm
production (icaA). Significant differences were observed between secretion scores,
between animals with eyes colonized by urease-positive and uease-negative strains.
Only 3 (6%) of the strains presented presence of the icaA gene. Twenty-four (48%)
strains of S. pseudintermedius showed an MAR equal to or greater than 0.3 and a
negative correlation between STT and BUT and MAR. It was concluded that resistant
steains of S. pseudintermedius are able to colonize the eye with KCS more frequently
than sensitive strains.

Keywords: Staphylococcus pseudinternedius. Virulence factors. Gene associated with

biofilm production. Dry eye. Dogs
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1. Introducao

O género Staphylococcus constitui um grupo de cocos anaerdbios facultativos
Gram-positivos, comuns em humanos e animais. Sa3o microrganismos mesofilos com
crescimento Otimo a temperatura entre 35-37°C, e desenvolvem-se rapidamente na
maioria dos meios nutritivos apds 24 horas de incubagao (Quinn et al., 2011).

As principais espécies patogénicas expressam a enzima coagulase, capaz de
converter fibrinogénio em fibrina. As espécies de Staphylococcus coagulase-positivos
incluem S. aureus, S. pseudintermedius, S. intermedius, S, delphini, S. schleiferi
subespécie coagulans, S. hyicus e S. lutrae. Staphylococcus coagulase-negativos sdo
patogenos relativamente de menor impacto que geralmente causam infecgdes
oportunistas em hospedeiros comprometidos (Quinn et al., 2011; Bannoehr e
Guardabassi, 2012).

S. pseudintermedius pertence a um complexo similar fenotipicamente conhecido
como Grupo intermedius, que também inclui as espécies S. intermedius e S. delphini
(Bannoehr e Guardabassi, 2012). Devido a falta de testes fenotipicos confidveis e testes
comerciais disponiveis, a identificagdo de rotina de S. pseudointermedius em
laboratérios de diagndstico € confusa, contudo, as outras espécies do grupo
Staphylococcus intermedium sdo virtualmente inexistentes em cdo. Desta forma, tem
sido proposto que todos os isolados caninos sejam classificados como S.
pseudointermedius, a nao ser que se comprove o contrario através de genotipagem
(Bannoehr and Guardabassi, 2012).

S. pseudintermedius ¢ frequentemente isolada de olhos de cdes, atuando como
oportunista em diversas situagdes. A bactéria pode estar associada a blefarite primaria
em caes com quadro de piodermite juvenil, e infec¢cdes secundarias a ceratoconjuntivite
seca, determinando sinais clinicos como hiperemia conjuntival, secre¢do purulenta e
desconforto ocular que varia de leve a moderado (Hindley et al., 2016). Nos ultimos
anos, estudos tém demonstrado o papel de cepas multirresistentes nas infecgdes oculares
de caes, incluindo espécies de Staphylococcus coagulase-positivas que podem agravar
os quadros de CCS (Kang et al., 2014).

A ceratoconjuntivite seca (CCS), ou olho seco, ¢ uma oftalmopatia inflamatoria
cronica, degenerativa, comum em caes ¢ humanos caracterizada por uma diminui¢ao na
camada aquosa do filme lacrimal (quantitativo) e/ou uma deficiéncia na camada lipidica

ou mucina (qualitativa) causando um processo inflamatdrio progressivo, principalmente



13

nas glandulas lacrimais, cornea e conjuntiva, geralmente de origem imunomediada
(Williams, 2008). Podemos destacar ainda outras causas como algumas doengas virais
(cinomose), farmacos (sulfonamidas), doengas metabolicas (hipotireoidismo) e remogao
da glandula da terceira palpebra que podem induzir CCS (Dodi, 2015). Os sinais
clinicos iniciais consistem em secre¢do mucoide a mucopurulenta, conjuntivite
bacteriana, blefarite, hiperemia, quemose, prurido (especialmente na fase cronica)
ceratite, seguida de vasculariza¢do, pigmentagdo, queratinizagao e ulceras de cornea
(Wilkie, 1996; Maggs, 2008).

O presente trabalho tem como objetivo, avaliar fatores de viruléncia e resisténcia
microbiana a multiplos antimicrobianos em linhagens de S. pseudintermedius isolados

de cdes com CCS.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Hospital Veterinario da Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE — Presidente Prudente — SP. O estudo foi conduzido conforme as
normas de experimentagdo animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA —
Protocolo: 3050) da UNOESTE e da ARVO (4ssociation for Research in Vision and
Ophthalmology — Statement for the use of animals in ophthalmic and visual research).

Foram incluidos na pesquisa 25 cades sem predile¢ao racial, etaria e sexual, com
presenca de um ou mais sinais oculares caracteristicos de CCS, incluindo opacidade,
secre¢do, conjuntivite, pigmentacao, neovascularizagdo e ulcera de cornea, provenientes
da rotina de atendimento ambulatorial. Os sinais oculares foram avaliados com
lampada de fenda portatil. O diagnostico de CCS foi confirmado por meio do Teste
Lacrimal de Schirmer (Teste de Schirmer ® - Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil), em
mm/min, sem colirio anestésico para avaliar a por¢do quantitativa da lagrima. Apos
introduzir 0,5 cm da tira no saco conjuntival durante um minuto foram considerados
positivos animais com leituras correspondentes a <10 mm/min. Complementarmente,
procedeu-se o Teste de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL), em segundos, para avaliar
a porgdo qualitativa da lagrima. Apos instilar uma gota de colirio de fluoresceina® 1 %
(Allergan, Sao Paulo, Brasil), com uma lampada de fenda (Kowa, Japan), foi observado
o tempo entre o ultimo piscar e o aparecimento de manchas ou pontos escuros no filme
lacrimal, sendo considerados positivos para TRFL valores < 15 segundos (Maggs,

2008). Para reduzir o erro individual no teste, foram realizadas duas medidas
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consecutivas e calculada a média. Para verificagdo da presenca de ulceras de cornea,
procedeu-se o teste de fluoresceina, que consistiu em instilar uma gota de colirio de
fluoresceina® 1 % (Allergan, Sdo Paulo, Brasil), nos olhos, seguido da lavagem com
solugdo fisiologica e avaliagdo de por¢des fluorescentes (Maggs, 2008).

O Teste da Lissamina Verde (TLV) foi utilizado para avaliar a presenga de células
desvitalizadas da cérnea e conjuntiva. Uma fita de lissamina verde (Ophthalmos, Sao
Paulo, Brasil), foi mantida em contato com o menisco lacrimal do fundo do saco
inferior. A leitura foi realizada ap6s 2 minutos, considerando-se positivos, os animais
que apresentaram impregnacdo pelo corante seja em conjuntiva ou cornea (Maggs,
2008).

Os exames oftamicos foram complementados com citologia esfoliativa da
conjuntiva (CEC), realizada ap6s a limpeza ocular com solugdo fisiologica e instilagao
de colirio anestésico (Allergan®, Sdo Paulo, Brasil). Os resultados do exame
oftalmologico foram expressos na forma de escores.

Previamente ao uso dos colirios empregados para o diagnostico, amostras de
secrecdo ocular de ambos olhos de cada cao foram colhidas da conjuntiva inferior com
suabe estéril umedecido com solucdo fisiolégica em duplicata. Um dos suabes foi
empregado para elaboracdo de esfregacos corados pelo método do panoético rapido, nos
quais foram mensurados por meio de escores, a quantidade de polimorfonucleares,
mononucleares, células caliciformes e células metaplasicas. O outro suabe foi utilizado
para isolamento de microrganismos aerdbicos em agar sangue e McConkey, visando
respectivamente, o isolamento de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.
Apos incubagdo por 24 horas, coldnias bacterianas cremosas, acinzentadas, beta-
hemoliticas e que se apresentaram como cocos Gram-positivos dispostos em grupos em
esfregagos corados pelo método de Gram foram submetidas aos testes de produgdo das
enzimas plasma-coagulase, DNAase, gelatinase, urease e catalase. A confirmagdo da
espécie e a deteccdo do gene associado a expressio de biofilmes (icaA) foram
realizados conforme técnicas previamente descritas (Vasudevan et al., 2003; Campbell
et al., 2008; Sasaki et al., 2010).

Os 50 isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade microbiana pelo
método classico de disco-difusdo (CLSI, 2017). Foram testadas 10 classes de

antimicrobianos (Cefalosproinas = cefalexina, Clindamicinas = clindamicina,

Anfernicois= cloranfenicol, Macrolideos= eritromicina, Aminoglicosideos
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gentamicina, Carbapeménicos = imipenem, Quinolonas = ofloxacina, Penicilinas =
penicilina, Tetraciclinas = tetraciclina, Polipeptidicos = vancomicina). A partir dos
dados foram calculados os indices de maultipla resisténcia a antimicrobianos
(Krumperman, 1983).

Recorreu-se a analise de correlagdo ndo paramétrica de Spearman para verificar
a relagdo entre os IMR, escores clinicos e achados citolégicos. Os coeficientes foram
estimados por intervalos de confianga 95% via bootstrapping e testados para hipdtese de
que diferem significativamente de zero. Resultados de escores foram comparados entre
diferentes categorias pelo teste de Wicoxon. As andlises foram conduzidas no Programa
R, com auxilio do pacote “RVAideMemoire” considerando 5% de nivel de significancia

(Hervé, 2018; R Development Core Team, 2018).

Resultados

Na Tab. 1 estdo sumarizados os percentuais de cepas que expressaram fatores de
viruléncia. Na Tab 2 estdo sumarizados os resultados das analises de correlagdo de
Spearman.
Tabela 1 — Percentual de linhagens com expressao fenotipica de enzimas associadas a
viruléncia e positivas para o gene icaA em 50 isolados de S. pseudintermedius isolados

de olhos secos de caes, Presidente Prudente, SP, 2017-2018.

Fator Percentual de isolados positivos
Hemolise 50/50 (100%)
Catalase 50/50 (100%)

DNAse 50/50 (100%)
Gelatinase 1/50 (2%)
Urease 35/50 (70%)

icaA 3/50 (6%)

IMR >0.3 24/50 (48%)

IMR: Indice de miltipla resisténcia

Tabela 2 — Medianas dos escores e intervalos interquartilicos de escores clinicos e
citopatoldgicos e exames oftdlmicos em cdes com Ceratoconjuntivite Seca segundo

fator de viruléncia expressados por S. pseudintermedius (N=50)
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Variavel Urease 1caA
pos neg pos neg
Opacidade 2+1.5 2+1.5 3+1 2+2
Pigmentagao 2+1 2+1 2+0.5 2+2
Parametros
Neov. 2+1 2+1 2+0.5 2+1
clinicos
Secrecao* 3+1 2+1 2+1 2+1
Conjuntivite 25+1 2+0.5 3+1 2+1
TF 1+0 1+0 1+0 1+0
Exames
TLS 6=+3.5 5+4 8+2 6+4
oftalmicos
TRFL 10£3.5 10£3.5 10£3.5 10+4
PLMN 3633.5+ 1265 2782+ 1263 2437 £ 883.5 2829+1172
MNC 21.5+11 20+ 8 15+£2 21+8.5
Parametros
) ) Metaplasia 11.5+6 9+6 12+1 9+6
citologicos
Escamas 185 £ 58 218 +£133 194 £45.5 203 +£119.5
Cels cal. 42 +12 42 +11 35+ 14.5 42+ 11.5

* Diferengas estatisticas significativas entre cepas urease positivas e negativas (p= 0,04706)
TF: Teste de Fluoresceina; TLS: Teste Lacrimal de Schirmer; TRFL: Teste de Ruptura do Filme Lacrima;

PLMN: Polimorfonucleares; MNC: Mononucleares;

Tabela 3 — Coeficientes de correlagdo ndo paramétrica de Spearman (rho) entre IMR e

demais variaveis, intervalos de confianca a 95% para rho (IC95%) e nivel de

significancia (p) para hipotese de que rho difere significativamente de zero.

Variavel rho 1C95% p
Opacidade -0.017 -0.317 2 0.264 0.905
Pigmentacao -0.142 -0.418 2 0.164 0.323
Parametros
Neovascularizagdo 0.021 -0.230 2 0.300 0.880
clinicos
Secre¢ao 0.035 -0.234 a2 0.302 0.807
Conjuntivite -0.198 -0.460 a 0.100 0.168
TF -0.053 -0.325a0.226 0.714
Exames TLV -0.191 -0.441 a0.1105 0.183
oftalmicos TLS -0.311 -0.556 a -0.038 0.027*
TRFL -0.414 -0.604 a -0.170 0.002*
Parametros PLMN -0.153 -0.441 a2 0.145 0.288
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citologicos MNC -0.045 -0.303 2 0.232 0.753
Metaplasia 0.005 -0.277 a 0.282 0.960
Escamas corneas 0.188 -0.214 2 0.405 0.503
Células caliciformes 0.104 -0.167 2 0.356 0.471
p <0.05

TF: Teste de Fluoresceina;TLV: Teste de Lissamina verde; TLS: Teste Lacrimal de Schirmer; TRFL:
Teste de Ruptura do Filme Lacrima; PLMN: Polimorfonucleares; MNC: Mononucleares;

Discussio

S. pseudointermedius ¢ o microrganismo mais comum da microbiota ocular
canina e, desta forma, estd envolvido na maior parte das infecgdes oculares de caes
secundarias a condi¢des que alteram o microambiente ocular dos cdes (Murphy et al.,
1978). Esta espécie microbiana, em geral expressa diversos fatores de viruléncia
associados a infec¢des superficiais em cdes, incluindo formacdo de biofilmes,
hemolisinas, plasma-coagulase, DNase e lipases (Garbacz et al., 2013). Contudo, ndo
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre animais que expressaram as
enzimas urease e coagulase e entre cepas icaA positivas e negativas.

Constatou-se diferencas significativas entre escores de secre¢do de animais com
olhos colonizados por cepas urease-positivas e uease-negativas (Tab 2) Desta forma,
animais com escores altos de secre¢dao ocular apresentaram predominancia de
isolamentos de cepas urease-negativas. O significado destes resultados ndo esta claro,
contudo, estas enzimas sdo associadas a hidrdlise de compostos nitrogenados que
resultam em produtos com pH alcalino e que sdo capazes de proteger os
microrganismos de ambientes com pH 4acido (Mobley et al., 1995). Enquanto o pH
fisiologico dos olhos dos caes ¢ ligeiramente alcalino (Beckwith-Cohen et al., 2014), em
cdes com problemas oculares, o pH tende a ser ligeiramente acido (Gussoni; Barros,
2003). Desta forma, as ureases produzidas por microrganismos presentes nos olhos
podem gerar compostos alcalinos que elevam o pH ocular do olho inflamado, reduzindo
a inflamagao e consequemtente a secre¢ao ocular.

A formagao de biofilmes ¢ uma estratégia comumente utilizada por linhagens de
Staphylococcus para colonizacdao de superficies de estruturas como lentes de contato e
implantes em humanos (Leid et al., 2002). Contudo, a formacao destas estruturas em
superficies vivas tem sido pouco explorada na literatura médica. Postulou-se a hipdtese

de caes com CCS, em razdo da redugdo da produgdo de lagrimas poderem apresentar
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predisposicdo a colonizacdo ocular por patégenos formadores de biofilmes. Esta
hipdtese ndo se confirmou, visto que apenas 3 (6%) das cepas apresentaram presencga do
gene icaA. Os genes desta familia levam a biossintese de moléculas de adesdo
intercelular polissacaridica (PIA) e podem estar envolvidos na fase de acumulagdo da
formagao de biofilme, sendo fatores de viruléncia decisivo nas infec¢des estafilococicas
(Namvar et al., 2013).

A sensibilidade microbiana avaliada por meio de testes baseados no teste de
disco-difusdo sdo os mais utilizados para direcionar o tratamento de infec¢des oculares
em caes, visto que ndo existem métodos confidveis para determinar a concentragdo de
antimicrobianos nas estruturas oculares a partir do uso topico. Logo, critérios baseados
em pontos de corte para uso sistémico ainda sao indicados (Kaliamurthy et al., 2005).

Verificou-se que 24 (48%) linhagens de S. pseudintermedius manifestaram IMR
igual ou superior a 0,3, denotando possivel envolvimento de cepas multirresistentes nas
infec¢des oculares de caes secundarias ao olho seco. Em cinco animais (10%) foi
observado IMR igual ou superior a 0.5. Estes resultados sugerem que em algumas
situagdes, a resisténcia microbiana pode ser um obstaculo ao tratamento de infecgdes
oculares secundérias ao olho seco, mesmo em situagdes em que as cepas presentes no
olho apresentem sensibilidade somente a altas concentragdes de antimicrobianos
comumente presentes nas solugdes oftalmicas.

Considera-se que as altas concentragdes de antimicrobianos em solugdo
indicadas para tratamento de infec¢des oculares sdo suficientes para o tratamento de
cepas que toleram altas concentracdes dos farmacos (Leigue et al., 2016). Contudo, isto
ndo ¢ um consenso entre os pesquisadores, visto que a difusdo dos antimicrobianos no
olho depende de inumeros fatores para manter concentragdes terapé€uticas, incluindo,
remoc¢ao dos farmacos quando o animal piscar e baixa difusdo da medicag@o no estroma
ocular (Prado et al, 2005; Yagci et al., 2007; Hindley et al., 2016).

Desta forma, parece nao existir relacdo entre a gravidade das alteracdes
oftalmicas visiveis clinicamente ou microscopicamente e a resisténcia das cepas
envolvidas. Essas situagdes sdo provaveis nos casos em que as infecgdes por S.
pseudintermedius se estabelecem em por¢des mais profundas das estruturas oculares,
que requerem uso sistémico ou aplicacao subconjuntival do antimicrobiano (Eraslan et

al., 2007; Yagci et al., 2007). Em alguns casos, a multipla resisténcia pode estar
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associada a situagdes de risco como cirurgias oftdlmicas ou histérico do uso de
antimicrobianos, principalmente quinolonas (Sandmeyer et al., 2017).

Nao foi verificada a associagdo entre alteracdes nos exames clinicos e
citopatologicos e os valores de IMR. Desta forma, parece ndo existir relagdo entre a
gravidade das alteragdes oftdlmicas visiveis clinicamente, ou microscopicamente, € a
resisténcia das cepas envolvidas. Estes fenomeno foi observado em linhagens de S.
aureus nas quais a resisténcia nao apresentou correlagdo direta, ou apresentou
correlagcdo negativa, com alguns fatores de viruléncia expressados pelo microrganismo
(Di Domenico et al., 2017; Seidl et al., 2017).

Verificou-se correlagdo negativa entre o resultado do teste lacrimal de Schimer e
o teste de rompimento do filme lacrimal e o indice de multipla resisténcia. Estes
resultados sugerem que linhagens resistentes de S. pseudointermedius apresentam
capacidade de colonizar os olhos com CCS com mais frequéncia do que cepas sensiveis.
Alguns estudos revelam que 92% das linhagens de Staphylococcus meticilina-
resistentes podem apresentar genes que facilitam a colonizagdo de tecidos vivos,
incluindo genes que expressam a producao de biofimes (Bimanand et al., 2018).
Contudo, considerando-se que ndo foram observadas cepas portadoras do gene icaA, os
fatores associados a colonizagdo facilitada dos olhos de cdes com CCS por cepas

multirresistentes ainda sdo obscuros.

Conclusao

Conclui-se que o S. pseudintermedius pode expressar fatores de viruléncia e
resisténcia microbiana associados a alteracdes clinicas e laboratoriais nos olhos de caes

com CCS, notadamente a producdo de urease.
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RESUMO

Esta pesquisa avaliou perfil de sensibilidade de 20 cepas de Staphylococcus
pseudintermedius isoladas de swabs de secre¢do ocular dos olhos de 60 caes com
ceratoconjuntivite seca confirmada pelo teste lacrimal de Schirmer (TLS) e Teste de
Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL). Os testes de sensibilidade foram baseados no
método de disco-difusdo. Procedeu-se o D teste para avaliar o fendtipo de resisténcia
induzida a clindamicina pela eritromicina e calculou-se o indice de multipla resisténcia

agregado (IMRA). Foram observadas propor¢des baixas de resisténcia para Cefalexina
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(1/20 = 5%) e Imipenem (0/20 = 0%), intermediarias para Clindamicina (5/20 =25%),
Cloranfenicol (6/20 = 30%), Eritromicina (6/20 = 30%), Gentamicina (7/20 = 35%) e
Vancomicina (3/20 = 15%) e altas para Ofloxacina (10/20 = 50%, Penicilina G (10/20 =
50%) e Tetraciclina (12/20 = 60%). Sete das 20 amostras (35%) foram positivas no D-
teste. O IMRA foi de 0,325. Quatro cepas apresentaram padrao de resisténcia idéntico,
caracterizado por sensibilidade somente frente a Imipenem, Cefalexina e Vancomicina.
A resisténcia global frente aos antimicrobianos revelou predominancia de cepas
resistentes nos olhos de animais. Este resultado ¢ reforcado pela deteccdo de trés cepas
resistentes a sete classes de antimicrobianos, sendo sensiveis somente a Imipenem,
Cefalexina e Vancomicina, podendo caracterizar riscos de transmissdao zoonotica de
agentes multirresistentes dos caes para humanos. Os resultados indicam que portadores
de CCS podem ser secundariamente colonizados por cepas resistentes a antimicrobianos
comumente indicados para uso oftalmico, reforcando a necessidade de avaliar a
sensibilidade in vitro de S. pseudintermedius para respaldar o regime terapéutico.

Palavras—chave: Staphylococcus pseudintermedius. Sensibilidade Microbiana.

Oftalmopatias. Olho seco.

ABSTRACT

The present work aims to determine the sensitivity profile of S. pseudintermedius
isolated from the eyes of dogs with KCS. This study evaluated the sensitivity profile of
20 strains of Staphylococcus pseudintermedius isolated from eye secretion swabs of 60
dogs with dry keratoconjunctivitis confirmed by the Schirmer tear test (STT) and Tear-
Film Break Test (BUT). Sensitivity tests were based on the disc diffusion method. In
addition, the D test was performed to evaluate the phenotype of clindamycin-induced

resistance by erythromycin and the aggregate multiple resistance index (AMRI) was
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calculated. Low resistance ratios for Cephalexin (1/20 = 5%) and Imipenem (0/20 =
0%), intermediate for Clindamycin (5/20 = 25%), Chloramphenicol (6/20 = 30%),
Erythromycin, were observed. (6/20 = 30%), Gentamycin (7/20 = 35%) and
Vancomycin (3/20 = 15%) and high for Ofloxacin (10/20 = 50%, Penicillin G (10/20 =
50%) Tetracycline (12/20 = 60%) Seven of the 20 samples (35%) were positive on the
D-test IMRA was 0.325 Four strains showed identical resistance pattern, characterized
by sensitivity only to Imipenem, Cephalexin and Vancomycin. Global resistance to
antimicrobials revealed a predominance of resistant strains in animal eyes. This result is
reinforced by the detection of three strains resistant to seven classes of antimicrobials,
being sensitive only to Imipenem, Cephalexin and Vancomycin, and could characterize
risks of zoonotic transmission of multiresistant agents from dogs to humans. Results
indicate that eyes of dogs with KCS may be secondarily colonized by antimicrobial
resistant strains commonly indicated for ophthalmic use, reinforcing the need to
evaluate the in vitro sensitivity of S. pseudintermedius to support the therapeutic
regimen.

Keywords: Staphylococcus pseudintermedius. Microbial Sensitivity.

Ophthalmopathies. Dry eye

INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS), conhecida comumente como doenca do olho
seco, ¢ uma condi¢do inflamatdria da superficie ocular dos caes, associada a patologias
que reduzem o componente aquoso do filme lacrimal (WILLIAMS, 2008). Com a
disurpgao da integridade do filme lacrimal e de seus componentes ocorrem prejuizos a

manuten¢cdo da homeostase na mucosa ocular ¢ a prevencao de infecgdes. Particulas
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estranhas e bactérias outrora removidas pelas linhas aquosa € mucosa do filme lacrimal
permanecem aderidas a superficie ocular. Substancias com agdo antibacteriana na
mucosa ocular, que incluem lactoferrina, lisozima, imunoglobulinas da classe A e G,
albumina, transferrina, ceruloplasmina e mucina, entre outras encontram-se em
concentragdes reduzidas no decurso desta afec¢do, quer por menor produgdo ou por
perdas por evaporagao (DAVIDSON e KUONEN, 2004).

A CCS pode estar associada a diversas condi¢des organicas predisponentes, com
destaque para desordens imunomediadas associadas a desequilibrios na
imunohomeostase ocular, infec¢cdes oculares pelo virus da cinomose, acdo direta de
parasitos do género Leishmania, blefaroconjuntivite cronica, uso de medicagdes a base
de sulfonamidas, lesdes pds-cirurgicas em vias nervosas oculares e alteragdes
hormonais (RIBEIRO et al., 2008).

Dentre as possiveis complicagdes associadas a CCS, destacam-se as infeccdes
oculares secundarias por agentes bacterianos endogenos que se multiplicam em razao
das alteracoes do microambiente ocular (PRADO et al. 2006). As infecgdes
normalmente resultam em hiperemia conjuntival e descargas mucopurulentas oculares,
com progressao para lesdes ulcerosas em casos mais graves (SANCHEZ et al, 2007). O
uso de antimicrobianos associados a ciclosporina apresenta efeitos benéficos na
remissao dos sinais clinicos desta afec¢ao (PRADO et al. 2006).

S. pseudintermedius ¢ um coco Gram-positivo produtor da enzima plasma-
coagulase, pertencente ao denominado complexo intermedius, que agrega as espécies S.
intermedius, S. delphini e S. pseudintermedius. Similaridades bioquimicas e fisiologicas
entre espécies que compdem o complexo tém resultado em classificagcdes bioquimicas

controversas para isolados clinicos de cades e outras espécies. Alguns autores sugerem
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que a classificacdo definitiva deve ser baseada em testes moleculares capazes de
diferenciar as espécies que compoe o complexo (BOND e LOEFFLER, 2012).

Atualmente S. pseudintermedius ¢ reconhecido como a principal espécie
saprofitica da pele e mucosa de caes, ¢ dessa forma, um dos patégenos mais comuns em
infecgdes piogénicas de cdes (DIRIBE et al.,, 2015). O agente infeccioso expressa
diversos fatores de viruléncia que incluem enzimas e toxinas similares ao observados
em S. aureus, agente comum de infecgdes em humanos. Dentre as enzimas produzidas,
destacam-se plasma-coagulases, proteases, termonucleases e, entre as toxinas,
hemolisinas, toxina esfoliativa e enterotoxinas. Na pele dos caes, estes fatores
determinam sinais de eritema, dermatite esfoliativa, ¢ formagdo de crostas (VAN
DUIJKEREN et al, 2011). Além destes fatores, S. pseudintermedius produz uma
leucotoxina similar a Leucocidina Panton—Valentine leucocidin (PVL) de S. aureus, que
exerce marcante efeito de leucotoxicidade sobre diversos polimorfonucleares
(FUTUGAWA-SAITO et al., 2006).

A adesdo a pele dos cdes ¢ favorecida por adesinas superficiais de S.
pseudintermedius que ligam-se a constituintes da pele, incluindo fibrinogénio,
fibronectina e citoqueratina. O agente produz também proteina A, uma molécula ligante
de imunoglobulinas, de forma similar a S. aureus e ¢ capaz de formar biofilmes
(FUTUGAWA-SAITO et al., 2006).

Nos ultimos anos, tem sido verificada a emergéncia de linhagens resistentes de
S. pseudintermedius isoladas de caes, com destaque para o surgimento de estirpes
meticilina-resistentes, conferidas pelos genes MecA e MecB (VAN DUIJKEREN et al.,
2011; COUTO et al., 2015). Estas linhagens geralmente expressam fatores de viruléncia
em frequéncias mais altas do que linhagens meticilina-sensiveis, com destaque para

fatores de adesdo aos tecidos dos hospedeiros (COUTO et al., 2015) . S
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pseudintermedius, similarmente a S. aureus, pode apresentar resisténcia induzida a
clindamicina, apesar destes antimicrobianos raramente serem empregados para
tratamento de afeccoes em caes (CHANCHAITHONG e PRAPASARAKUL, 2015).

Analogamente a S. aureus, S. pseudintermedius ¢é relativamente comum em caes
e humanos carreadores passivos e ambiente de hospitais veterinarios (BECA et al,
2015). As infecgdes de feridas cirurgicas de caes sao relativamente comuns (DIRIBE et
al, 2015). A colonizagdo de humanos pelo agente e a inducdo de infeccdo ¢
aparentemente subdiagnosticada, ou por vezes, confundida com S. aureus. As infecgdes
em humanos podem apresentar natureza diversa, incluindo infecgdes superficiais,
subcutaneas e sist€émicas, nem sempre com evidéncias da participacdo de caes como
veiculadores das infecgoes (POMPILIO et al., 2015), a ndo ser em casos de agressoes
por caes com infec¢des das areas de mordeduras (BORJESSON et al, 2015).

S. pseudintermedius ¢ um dos principais agentes infecciosos oportunistas
envolvidos em infec¢des oculares de caes, secundarias a CCS. A bactéria também ¢
relativamente comum no saco conjuntival de caes sadios e coloniza frequentemente
ulceras localizadas nas corneas (PRADO et al, 2006). Fatores associados a colonizagao
ocular de caes por este agente sdo pouco conhecidos, mas possivelmente envolvem
moléculas de adesdo, formagao de biofilmes e expressao de outros fatores de viruléncia
conhecidos. A produgdo local de IgA parece ser essencial para prevenir a colonizagao
ocular (LAN et al., 1997).

Os processos que modulam a infecgdo ocular em caes por S. pseudintermedius
possivelmente sdo similares aos observados para infecgdes oculares experimentais por
S. aureus, que incluem colonizagdo ocular com subsequente produgdo de toxina alfa e

recrutamento de polimorfos nucleares como neutréfilos, provindos principalmente do
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tecido palpebral circundante e difusdo de citocinas no filme lacrimal (KANG et al.,
2014).
O presente trabalho tem como objetivo, determinar o perfil de sensibilidade de S.

pseudintermedius isolados dos olhos de caes com ceratoconjuntivite seca.

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidos na pesquisa, 60 caes atendidos no Hospital Veterinario,
conforme consta no documento autorizado pelo CEUA Institucional (Cadastro 3050) e
Comité Assessor de Pesquisa Institucional (CAPI). Todos os tutores dos animais
autorizaram a inclusdo do seu cdo na pesquisa mediante assinatura de Termo de Livre
Consentido e Esclarecido.

Foram incluidos na pesquisa somente animais com ceratoconjuntivite seca
confirmada pelo Teste Lacrimal de Schirmer e o Teste de Ruptura do Filme Lacrimal.
De cada animal, foram colhidas amostras de secrecao superficial com suabes estéreis do
espago entre a palpebra inferior e o globo ocular. Os suabes atritados na conjuntiva
foram colocados em tubos estéreis de vidro e remetidos ao laboratério de analises no
menor tempo possivel.

Os suabes foram semeados em placas contendo agar sangue ovino desfibrinado a
5%. Apoés incubagdo a 37°C por 24-48 horas em aerobiose, colOnias compativeis
morfologicamente com bactérias do género Staphylococcus foram caracterizadas
fenotipicamente por testes de coloragao de Gram para analise morfo-tintorial, produgao
de plasma-coagulase em soro de coelho, hemoélise em agar sangue, teste de Voges-
Proskrauer para determinagdo da produg¢do de acetil-metil-carbinol (acetoina),

acidificacdo dos acucares manitol, trealose e lactose e produgdao de DNAas (BOND e
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LOEFFLER, 2012). As linhagens classificadas como S. pseudintermedius foram
estocadas em agar lignieris.

A sensibilidade dos isolados foi determinada pelo teste de disco-difusao em
agar Mueller-Hinton, conforme normativas preconizadas (WAYNE, 2017). Indculos
bacterianos correspondentes a escala 0,5 de MacFarlland foram semeados em placas de
agar Muller-Hinton. A seguir, foram depositados nas placas, discos comerciais
impregnados com antimicrobianos. Foram testadas 10 classes: penicilinas (penicilina
G), cefalosporinas (cefalexina), aminoglicosideos (gentamicina,), quinolonas
(ofloxacina), macrolideos (eritromicina), lincosamidas (clindamicina), carbapeménicos
(imipenen), polipeptidicos (vancomicina), tetraclicinas (tetraciclina) e anfenicois
(cloranfenicol). A parir dos resultados, foram calculados os indices de multipla
resisténcia individual e agregado (KRUMPERMAN, 1983).

O fendtipo de resisténcia induzida a clindamicina pela eritromicina foi
avaliado pelo teste D, que consiste em depositar em uma placa inoculada de agar
Muller-Hinton um disco de eritromicina e outro de clindamicina, a uma distancia de 20
mm, borda a borda, com posterior incubacao a 35,0° C + 2 por 24 horas. Apos a
incubagdo, a presenca de resisténcia induzida a clindamicina foi confirmada pela
presenca de um “achatamento” no halo de inibicao de clindamicina localizado entre os
dois discos (WAYNE, 2017).

Os microrganismos isolados foram estocados em 4agar Lignieris estoque e
mantidos em temperatura ambiente. Adicionalmente, foram inoculados em caldo-
cérebro coragdo adicionado de glicerina, visando congelamento a temperatura de -20°C.

Repiques periddicos foram realizados para verificagao da viabilidade dos isolados.
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RESULTADOS

Foram obtidas 20 linhagens de S. pseudintermedius dos olhos dos 60 caes com
CCS. Os resultados dos perfis de sensibilidade estdo descritos na tabela 1. Verificou-se
que sete (35%) cepas apresentaram resisténcia induzida a clindamicina pela
eritromicina. O indice de maultipla resisténcia agregado foi de 0,325. Quatro cepas
apresentaram padrdo de resisténcia idéntico, caracterizado por sensibilidade somente

frente a Imipenem, Cefalexina e Vancomicina.

Tabela 1 — Sensibilidade dos Staphylococcus pseudintermedius isolados de cades com

ceratoconjuntivite seca.

Antimicrobiano Numero de cepas resistentes/total de cepas (%)
Cefalexina 1/20 (5%)
Clindamicina 5/20 (25%)
Cloranfenicol 6/20 (30%)
Eritromicina 6/20 (30%)
Gentamicina 7/20 (35%)
Imipenem 0/20 (0%)
Ofloxacina 10/20 (50%)
Penicilina G 10/20 (50%)
Tetraciclina 12/20 (60%)
Vancomicina 3/20 (15%)
Teste D positivo 7/20 (35%)
DISCUSSAO

Cepas resistentes de Staphylococcus possivelmente atuam como oportunistas
nas infec¢oes oculares de caes decorrentes de CCS. Desta forma, avaliar a resisténcia
microbiana destes microrganismos antes de instituir a terapia, quer seja preventiva ou

curativa, pode ser crucial para o sucesso terapéutico (PRADO et al. 2006).
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De modo geral, a resolu¢ao da infeccao oftdlmica ndo ¢ garantida pelas altas
concentracdes dos antimicrobianos presentes nos colirios. Os principais fatores
relacionados as falhas terapéuticas incluem a remocao do colirio pela lagrima ou pela
acdo mecanica das palpebras, dificuldade de penetracdo do farmaco no saco conjuntival
(SHELL, 1982). Contudo, ha dificuldade técnicas de determinar a concentragcdo de
antibioticos nos tecidos oculares durante a terapia tdpica. Desta forma, muitos
pesquisadores concordam que a suscetibilidade de isolados bacterianos dos olhos deve
ser avaliada usando procedimentos de disco-difusdo baseados em pontos de corte
sistémicos (KALIAMURTHY et al, 2005).

Verificou-se que 30% ou mais das cepas isoladas demonstraram resisténcia
frente a principios farmacologicos comumente empregados para o tratamento de
infec¢des oculares de caes (cloranfenicol, gentamicina ofloxacina e tetraciclina). Estes
resultados sdo condizentes com outros estudos similares (KANG et al., 2014). Contudo,
a resisténcia observada pode ndo corroborar com a eficdcia clinica destes farmacos,
quando usados topicamente para infeccdes oftalmicas. Esta observacao decorre da
natureza dos testes de sensibilidade baseados no método de disco-difusdo, concebidos
para predizer a eficiéncia de concentracdes terapéuticas sist€émicas dos farmacos
testados, ao invés de topicas. No caso das preparagdes oftdlmicas, as concentragdes dos
farmacos nas preparagdes a base de colirios excedem em muitas vezes a concentragao
sist€émica (BERTINO, 2009). Dessa forma, o antibiograma, apesar de constituir método
recomendado pelos comités internacionais (WAYNE, 2017), pode subestimar a eficacia
teraputica dos principios testados. Uma possivel alternativa ¢ interpretar a
sensibilidade microbiana via determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

para verificar se as cepas isoladas sdo capazes de tolerar concentracdes de
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antimicrobianos superiores as encontradas nos colirios antibacterianos (SALLAM et al.,
2018). Esta técnica, contudo, ¢ onerosa e nao esta disponivel em todos os laboratorios.
Dentre os antimicrobianos testados, a ofloxacina, um antimicrobiano
comumente empregado para tratamento de infecgdes oftalmicas em caes, apresentou
resisténcia em 50% dos isolados. Estes resultados sdo preocupantes em razdo destes
antimicrobianos serem comumente indicados para tratamento empirico de infecgdes
oculares em caes. Os resultados, porém, sdo condizentes com outros estudos que
reportam percentuais altos de resisténcia a fluorquinolonas em cepas de Staphylococcus
(BOOTHE et al., 2006). Este antimicrobiano pertence a classe das fluorquinolonas, que
agem inibindo a sintese de acidos nucleicos ao bloquear a DNA girase codificada por
gyrA e gyrB e topoisomerase IV, codificada respectivamente por grlA e grilB (RUIZ,
2003). Por outro lado, a resisténcia bacteriana as fluoroquinolonas estd associada a
alteragdes nas enzimas alvo (mutagdes cromossomicas que causam reducao da afinidade
da DNA girase e topoisomerase IV) ou alteracdes na permeacdo do farmaco
(superexpressdao das bombas de efluxo de drogas) (HOOPER, 2001). No caso de S.
pseudintermedius, a resisténcia ¢ conferida por uma mutacao pontual na topoisomerase
IT e IV (RUIZ, 2003). Como estes mecanismos tendem a conferir resisténcia cruzada
frente a diversas classes de fluorquinolonas (KANG et al., 2014) ¢ recomendavel a
realizagdo de testes de sensibilidade antes da indicagdo de fluoroquinolonas para caes.
Comparativamente aos outros, os antimicrobianos mais efetivos foram a
cefalexina e o Imipenem, aos quais as cepas apresentaram baixos percentuais de
resisténcia. A cefalexina ¢ uma das principais cefalosporinas de primeira geracao
utilizadas para tratamento de infeccdes estafilococcicas em cdes (HINDLEY et al.,
2016). Contudo, este antimicrobiano ndo costuma ser empregado em formulagdes

oftalmicas comerciais, sendo restrito as preparacoes aviadas. Neste caso, tem sido mais
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comumente empregada a cefalotina, quimicamente similar a cefalexina. O uso topico ¢
recomendado em associagdo com aminoglicosideos para o tratamento de infecgdes
oculares em humanos (WASTSON; CABRERA-AGUAS e KHOO, 2018).

Durante alguns anos, a cefalotina foi utilizada para predizer a resisténcia a
cefalexina frente a Staphylococcus aureus (WAYNE, 2017). Desta forma, alguns
clinicos utilizavam a cefalotina para o tratamento de cepas de Staphylococcus,
respaldados nos testes de sensibilidade a cefalexina, e, vice-versa. Contudo, estudo
recente revelou que a sensibilidade destes antimicrobianos nao ¢ cruzada para cepas de
S. pseudintermedius (PAPICH e LINDEMAN, 2018). Dessa forma, recomenda-se que a
escolha de cefalosporinas de primeira geracdo para tratamento de oftalmopatias
apresente respaldo em testes de sensibilidade para ambos os principios terapéuticos.

O Imipenem foi o antimicrobiano mais eficaz, ndo observando-se resisténcia
frente as cepas isoladas. Este antimicrobiano, porém, ¢ de uso reservado a infecgdes
multirresistentes € nao formulagdes para uso topico (PAPICH e LINDEMAN, 2018).
Desta forma, no universo estudado, o uso deve ser recomendado para infec¢des oculares
graves por cepas multirresistentes, incluindo Staphylococcus meticilina-resistente.

A Penicilina G, apesar ndo ser rotineiramente empregada para tratamento de
infeccdes oculares em caes, principalmente por que o uso topico favorece o
desenvolvimento de hipersensibilidades apresentou efetividade contra 50% dos
isolados. Apesar disso, este antimicrobiano ¢ testado em rotinas laboratoriais para
verificar-se a evolugdo da resisténcia global frente & classe das penicilinas. Os
resultados observados sdo similares aos observados para cepas de S. aureus de origem
humana (BHATTACHARYA, 2010), denotando que estes microrganismos tendem a

apresentar resisténcias pareadas e paralelas aos longo dos anos.
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De acordo com os resultados, cloranfenicol apresentou resisténcia de 30% nos
entre todos os isolados de Staphylococcus. Estes resultados divergem dos percentuais de
resisténcia observados em outros estudos nos quais este farmaco apresentou boa
efetividade (EKAPOPPHAN et al, 2018). Esta medicagdo apresenta boa penetragdo no
tecido ocular, fundamentalmente em razao da boa lipossolubilidade (GIUFFRIDA e
ANDRADE, 2008). Contudo, apresenta certa toxicidade que deve ser considerada, nao
sendo, desta forma, uma medicacao de primeira escolha (TAJIMA et al., 2013).

Gentamicina e tetraciclina sdo medicagdes de uso mais antigo em medicina
veterinaria. A primeira apresentou efetividade sobre cerca de dois ter¢os das cepas. O
uso, porém, tém sido indicado mais para o tratamento de infecgdes oculares por germes
Gram-negativos como a Pseudomonas aeruginosa do que Staphylococcus
(LEDBETTER et al., 2009). A tetraciclina, em contraste, foi a menos efetiva, com mais
de 50% das cepas resistentes. Este alto percentual pode ser atribuido ao uso massivo e
disseminado deste antimicrobiano em medicina veterinaria, o que possivelmente esta
associada ao aumento de pressao de selecao sobre patdgenos animais. Dessa maneira, a
tetraciclina deve ser reservada a infecgdes oculares por germes reconhecidamente
sensiveis como micoplasmas e clamideas (GIUFFRIDA e ANDRADE, 2008).

A resisténcia global frente aos antimicrobianos revelou predominancia de
cepas resistentes nos olhos dos animais, posto que valores de IMR > 0,3 denotam
multipla resisténcia (KRUMPERMAN, 1983). Este resultado ¢ reforcado pela deteccao
de trés cepas resistentes a sete classes de antimicrobianos, sendo sensiveis somente ao
Imipenem Cefalexina e Vancomicina. Este cenario pode caracterizar potenciais riscos
de transmissdao zoondtica de agentes multirresistentes dos caes para humanos (PAUL et
al.,, 2011) e deve ser cuidadosamente avaliado pelo clinico para reduzir o risco de

veiculacdo de cepas de Staphylococcus de caes para humanos. Contudo, ndo esta claro
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se os caes sao carreadores permanentes destes agentes ou apenas transitorios € mais
pesquisas devem ser realizadas para explorar esta possibilidade.

Cerca de um terco das cepas manifestou fendtipo de resisténcia induzivel a
clindamicina. Este teste ¢ baseado na difusdo de disco simples que oferece resultados
precisos acerca da resisténcia a uma lincosamida induzida por uma macrolideo, em
cepas de Staphylococcus aureus (SHRESTHA e RANA, 2014). Geralmente sao
utilizados no teste a clindamicina e a eritromicina, consideradas medicagdes alternativas
para cepas de S. aureus meticilina-resistentes. Dessa forma, os resultados refor¢am a
possivel emergéncia de cepas resistentes de S. pseudintermedius nos olhos dos caes e a
crescente preocupagao frente a presenca de cepas potencialmente zoonoticas nos

animais (FERREIRA et al., 2011).

CONCLUSAO

Conclui-se que dentre os antibioticos testados, os que apresentaram melhor
efetividade contra o S. pseudintermedius, foram o Imipenem, Cefalexina e Vancomicina
e os menos efetivos, a Ofloxacina, Penicilina G e Tetraciclina. J4 a gentamicina,
clindamicina, eritromicina e cloranfenicol apresentaram média efetividade. Observou-se
resisténcia importante dos isolados frente a diversos antimicrobianos, refor¢ando a
necessidade de avaliar a sensibilidade de microrganismos associada a S.

pseudintermedius em infec¢des oculares secundarias a olho seco.
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http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0102-0935&lng=pt&nrm=iso
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permitido o uso comercial dos resultados.

A submissdo e tramitagdo dos artigos é feita
exclusivamente on-line, no endereco eletronico
<http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>.

Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se
disponiveis no endereco www.scielo.br/abmvz.

OrientacOes Gerais

e Toda a tramitacdo dos artigos é feita
exclusivamente pelo Sistema de publicagao online
do Scielo - ScholarOne, no
endereco http://mc04.manuscriptcentral.com/abm
vz-scielo sendo necessario o cadastramento no
mesmo.

e Leia "PASSO A PASSO - SISTEMA DE SUBMISSAO
DE ARTIGOS POR INTERMEDIO DO SCHOLARONE"

e Toda a comunicacdo entre os diversos autores do
processo de avaliacao e de publicagao (autores,
revisores e editores) sera feita apenas de forma
eletronica pelo Sistema, sendo que o autor
responsavel pelo artigo sera informado
automaticamente por e-mail sobre qualquer
mudanca de status do mesmo.

e Fotografias, desenhos e gravuras devem ser
inseridos no texto e quando solicitados pela equipe
de editoragdo também devem ser enviados, em
separado, em arquivo com extensao JPG, em alta
qualidade (minimo 300dpi), zipado, inserido em
“Figure or Image” (Step 2).

e E de exclusiva responsabilidade de quem submete
o artigo certificar-se de que cada um dos autores
tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de
seu home no texto submetido.

e O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por
meio de correspondéncia eletronica,

a participacao no artigo. Caso um dos produtores
do texto ndo concorde em participar como autor, o
artigo sera considerado como desisténcia de um
dos autores e sua tramitagdo encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do
Certificado de Aprovagdo do Projeto da pesquisa que
originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no


http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
http://www.scielo.br/revistas/20.03.2019/www.scielo.br/abmvz
http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
http://www.scielo.br/img/revistas/abmvz/pt_passo-a-passo-scholarone.pdf
http://www.scielo.br/img/revistas/abmvz/pt_passo-a-passo-scholarone.pdf
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Uso de Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei
11794/2008. O documento deve ser anexado em “Ethics
Conmitee” (Step 2). Esclarecemos que o nimero do
Certificado de Aprovacgao do Projeto deve ser mencionado
no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicacao

Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-
se na premissa de que os resultados sdo posteriores ao
planejamento da pesquisa.

Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliagao (somente na "Title Page" - Step 2), Resumo,
Abstract, Introducao, Material e Métodos, Resultados,
Discussao (ou Resultados e Discussao), Conclusoes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo
tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgacdo ou a
ocorréncia dos resultados ndo é planejada.

Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacao (somente na "Title Page" - Step 2), Resumo,
Abstract, Introdugdo, Casuistica, Discussdao e Conclusoes
(quando pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a dez, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicacdo, embora insuficiente ou
inconsistente para constituir um artigo cientifico.

Secbes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacao (somente na "Title Page" - Step 2). Deve ser



compacto, sem distincdo das sec¢des do texto
especificadas para "Artigo cientifico", embora seguindo
aquela ordem. Quando a Comunicacao for redigida em
portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida
em inglés deve conter um "Resumo".

O numero de paginas ndo deve exceder a oito, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndao deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés,
na forma impessoal.

Formatacao do texto

e O texto NAO deve conter subitens em nenhuma
das secles do artigo, deve ser apresentado em
arquivo Microsoft Word e anexado como “Main
Document” (Step 2), no formato A4, com margem
de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na
fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no
espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as
paginas e secdes do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

e N3&o usar rodapé. Referéncias a empresas e
produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do
texto na seguinte ordem: nome do produto,
substancia, empresa e pais.

Secoes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a
esséncia do artigo e ndo ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiagdo: Os nomes dos autores sdo colocados
abaixo do titulo, com o nimero do ORCID e com
identificagdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e o
seu e-mail para correspondéncia devem ser indicados
com asterisco somente no “Title Page” (Step 6), em
arquivo Word.



Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no
cadastro contendo até 200 palavras em um sé paragrafo.
Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de
literatura. Incluir os principais resultados numéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase
deve conter uma informacao completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no
minimo duas*.

* na submissdo usar somente o Keyword (Step 3) e no
corpo do artigo constar tanto keyword (inglés) quanto
palavra-chave (portugués), independente do idioma em
que o artigo for submetido.

Introducao:Explanacdo concisa na qual os problemas
serdo estabelecidos , bem como a pertinéncia, a
relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas
referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o
material envolvido, a descricdo dos métodos usados ou
referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverao constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de
Aprovacdo do CEUA. (verificar o Item Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os
resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separacdo dos
cabecgalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de
ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No
texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de
ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo
quando referir-se a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3).
Pode ser apresentada em espagamento simples e fonte de
tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é oito).
A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel
para o seu entendimento. As tabelas devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de
preferéncia apds a sua primeira citacdo.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente
linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma,
esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do niumero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como
Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1),
mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3).
Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e
desenhos devem também ser enviados no formato JPG
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com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no
campo proprio de submissdo, na tela de registro do
artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas
no corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira
citacdo.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, informacao sobre a fonte
(autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no
trabalho. (Obs.: As segdes Resultados e Discussao
poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,
sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusodes: As conclusdes devem apoiar-se nos
resultados da pesquisa executada e serem apresentadas
de forma objetiva, SEM revisao de literatura, discussao,
repeticdo de resultados e especulagoes.

Agradecimentos: Ndo obrigatério. Devem ser
concisamente expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em
ordem alfabética, dando-se preferéncia a artigos
publicados em revistas nacionais e internacionais,
indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o
minimo possivel, portanto, somente quando
indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais da
ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citacoes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagao
para evitar interrupgdo na sequéncia do texto, conforme
exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva
(1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88);

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou
Lopes e Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al.,
1979) ou Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967);
Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al.,
1979), sempre em ordem cronoldgica
ascendente e alfabética de autores para
artigos do mesmo ano.

Citacao de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido
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para se consultar o documento original. Em situagdes
excepcionais pode-se reproduzir a informacgao ja citada
por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento ndo consultado com o ano de publicagao,
seguido da expressao citado por e o sobrenome do autor
e ano do documento consultado. Nas Referéncias deve-se
incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacgdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na
citacdo coloca-se o sobrenome do autor, a data da
comunicagdo, nome da Instituicdo a qual o autor é
vinculado.

2. Periddicos (até quatro autores citar todos. Acima de
quatro autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-
88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on
immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40,
p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al.
Anestesia general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-
20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até quatro autores citar todos.
Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México:
UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de
ostras, mariscos e mexilhdes. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o
Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE,
H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA,
1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington:
National Academy of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de
carcaga e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f,
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar
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todos. Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market.
Washington: Association of American Veterinary Medical
College, 1995. Disponivel em:
<http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr.
2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more
cambative, organized. Miami Herald, 1994. Disponivel
em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submissado e de publicacao

e Taxa de submissdo: A taxa de submissdao de R$60,00 devera ser paga
por meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletrénico do
Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (nece
ssario preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissao
serao avaliados.
Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como
desisténcia do autor.

e Taxa de publicacao:. A taxa de publicacdo de R$150,00 por pagina, por
ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdo devera ser paga por
meio de boleto bancario , cujos dados serdo fornecidos na aprovacao do
artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos
dados do autor de contato deve ser enviado um e-mail
para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

¢ Submission and Publication fee. The publication fee is of US$ 50.00 (
fifty dollars) per page, and US$ 50,00 (fifty dollars) for manuscript
submission and will be billed to the corresponding author at the final proof
of the article. The publication fee must be paid through a bank slip issued
by the electronic article submission system. When requesting the bank slip
the author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias

e No caso de o autor encaminhar resposta as
diligéncias solicitadas pelo ABMVZ ou documento
de recurso o mesmo devera ser anexado em
arquivo Word, no item “Justification” (Step 2), e
também enviado por e-mail, aos cuidados do


http://www.org/critca16.htm
http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/
http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/
http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos
mailto:abmvz.artigo@abmvz.org.br

Comité Editorial,
para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

e No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar
pertinente encaminhar recurso o mesmo deve ser
feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]
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ANEXO 2 - CIENCIA RURAL (ARTIGO 2)

INSTRUGCOES AOS AUTORES

e Objetivo e politica editorial
e Preparacdo de originais

ISSN 1678-4596 versao online

Objetivo e politica editorial

1. O objetivo da CIENCIA RURAL é publicar artigos
originais (artigos completos), notas curtas e resenhas. Os
manuscritos devem ser submetidos exclusivamente

a CIENCIA RURAL .

Preparacao de originais

2. O artigo completo ndo deve conter mais de 15 paginas digitadas ,

as revisdes 20 paginas , as notas curtas devem conter no maximo oito
paginas . Use espacamento duplo em todo o texto, incluindo o resumo e as
referéncias. As paginas devem ser numeradas consecutivamente, comegando na
pagina de titulo. O tamanho do papel de impressao deve ser A4 210 x 297 mm,
contendo no maximo 25 linhas por pagina. A fonte Times New Roman 12 deve ser
usada.

Em vista da publicacao eletronica , consideraremos manuscritos com
paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os aprovados os
trabalhos com paginas além do niumero estipulado terdo um custo
adicional para publicacdao ( consulte as taxas ).

3. Os trabalhos completos devem conter as seguintes secoes ( exemplo do
artigo ): Titulo, Resumo e Palavras-chave em inglés e portugués; A revista
fornecera o resumo em portugués para trabalhos que ndo envolvam autores de
lingua portuguesa. Introdugdo (contendo a respectiva revisdo de

literatura); Materiais e métodos; Resultados, Discussao e

Conclusdes; Reconhecimentos; Apresentagao de artigos; Fontes e

manufaturas. Os resultados das segdes e discussao; ou Resultados, Discussao e
Conclusdes podem ser combinados, Declaracdo de interesses conflitantes. A
aprovacao do Comité de Bioética e Biosseguranca é necessaria quando seres
humanos ou animais estao envolvidos. Quando organismos geneticamente
modificados estdo envolvidos, a aprovagao também é necessaria ( exemplo do
modelo 1 , Exemplo de modelo 2 ). Deve ser indicado antes da segao de



http://www.scielo.br/revistas/cr/iinstruc.htm#001
http://www.scielo.br/revistas/cr/iinstruc.htm#002
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/fees.htm
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/model1.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/model1.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano_i.doc
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0103-8478&lng=en&nrm=iso
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referéncia.

4. Os artigos de revisao devem conter as secdées ( exemplo em papel ):
titulo, resumo e palavras-chave em inglés e portugués; A revista fornecera o
resumo em portugués para trabalhos que ndo envolvam autores de lingua
portuguesa. Introdugao; Texto; Conclusao; Reconhecimentos; Fontes e
manufaturas, quando necessario, Declaracao de interesses conflitantes. A
aprovacao do Comité de Bioética e Biosseguranga € necessaria quando seres
humanos ou animais estdo envolvidos. Quando organismos geneticamente
modificados estao envolvidos, a aprovacao também é necessaria ( exemplo 1
do modelo , exemplo 2 do modelo ). Deve ser escrito antes da segao de
referéncia.

5. Notas curtas devem conter ( exemplo em papel ): Titulo, Resumo e
Palavras-chave em inglés e portugués; A revista fornecera o resumo em
portugués para trabalhos que ndao envolvam autores de lingua portuguesa. Texto
(sem subdivisdo nas secdes, mas ordenado de acordo com a introducao,
metodologia, resultados, discussao; conclusao) Agradecimentos; Declaracao de
interesses conflitantes; Fontes e manufaturas quando necessario. A aprovacao do
Comité de Bioética e Biosseguranca € necessaria quando seres humanos ou
animais estdo envolvidos. Quando organismos geneticamente modificados estao
envolvidos, a aprovagdo também é necessaria ( exemplo de modelo 1 , exemplo
de modelo 2) Deve ser escrito antes da secdo de referéncia. O texto também pode
incluir tabelas e figuras.

6. Nenhuma reimpressao sera fornecida 6. A carta de apresentacao deve
conter as seguintes informagoes

a) Qual é a principal realizacao cientifica do seu estudo?

b) A pergunta que sua pesquisa responde?

c) Seus principais resultados experimentais e descobertas gerais?

d) As conclusdes mais importantes que podem ser extraidas de sua pesquisa?
e) Quaisquer outros detalhes que incentivem o editor a enviar seu manuscrito
para revisao?

aos autores. Os artigos sao gratuitos em www.scielo.br/cr .

7. Nenhuma reimpressdo sera fornecida aos autores. Os artigos sdao gratuitos
em www.scielo.br/cr .

8. Descreva o titulo em inglés e portugués. Somente a primeira letra do titulo
deve estar em letras maiulsculas, exceto os nomes oficiais. Ndo use abreviagbes
no titulo. Os nomes cientificos devem ser usados no titulo somente quando
estritamente necessario.Por favor, use-os como palavras-chave e nas demais
secOes do artigo. Os nomes completos dos autores devem ser escritos abaixo do
titulo, lado a lado, seguidos do nimero (niUmeros romanos em sobrescrito). Esses
ndmeros indicam, quando repetidos na parte inferior da pagina, a afiliacdo e o
enderego correspondente, etc. O autor correspondente deve ser indicado e deve
ser acompanhado pelo endereco completo, incluindo o e-mail, quando disponivel.

9 Dentro do texto, as referéncias devem ser citadas da seguinte forma: a. MASON
(1964) observou ... b. A média citada por ZONTINI & UNO (1986) foi semelhante
... C. PRESNEL et al. (1973) indicaram ... d. ... a malformagao congénita
(MOULTON, 1978).


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/model2.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/model3.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano_i.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano_i.doc
http://www.scielo.br/cr
http://www.scielo.br/cr
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10. A Ciéncia Rural fornece o arquivo de estilo para uso com

o software EndNote (é um pacote de software de gerenciamento de referéncia
comercial, usado para gerenciar bibliografias e referéncias ao escrever ensaios e
artigos). Também esta disponivel nesse link o arquivo de estilo para uso com o
software Mendeley .

A lista de referéncia deve ser colocada no final do manuscrito; as referéncias
devem ser ordenadas alfabeticamente.

Por favor, siga os seguintes exemplos:

10.1. Referéncias de livros:

BARHAM, JN Kinesiology mecanico. Saint Louis: Mosby, 1978. 509p.
MENGEL, K .; KIRBY, EA Principios de nutricao de plantas . 4 ed. Berna:
International Potash Institut, 1987. 687p.

10.2 Capitulo em um livro:
GORBAMAN, A. Uma patologia comparativa da tiredide. In: PERIGO, JB; SMITH,
DE A tireodide . Baltimore: Willians & Wilkins, 1964. Cap. 2. p.32-48.

10.3 Capitulo sem autoria em um livro:

COCHRAN, WG A estimulagcao do tamanho da amostra. No: . Técnicas de
amostragem . 3.ed. Nova York: John Willey, 1977. Cap. 4, p.72-90.
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