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RESUMO

Buscou-se com este trabalho revisar os principais estudos referentes a ocorréncia e
prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) em animais de
companhia e de producdo e avaliar o perfil de resisténcia dos 114 Staphylococcus spp.
isolados de infec¢des clinicas.O Staphylococcus aureus € um importante patdégeno em
medicina veterindria. S. aureus resistente a meticilina (MRSA) emergiu nas ultimas
décadas como patégeno nosocomial e como causador de infecgdes em medicina veterindria.
Em animais, o MRSA tem sido isolado em véarias espécies, principalmente de animais
domésticos, sendo estes considerados como reservatério deste patdgeno, além de servir de
fonte de infec¢do para humanos. O MRSA em medicina veterindria teve um acréscimo
significativo no nimero de pesquisas realizadas em vérios paises. A resist€ncia a meticilina
pode ocorrer tanto em Staphylococcus coagulase negativos quanto emStaphylococcus
coagulase positivos. O fendmeno da resisténcia aos antimicrobianos apresentado por
espécies de Staphylococcus spp. em animais tem sido considerado um problema crescente
em medicina veterindria. Neste trabalho foram avaliados: o perfil de resisténcia através do
método de difusdao em disco, a producdo de betalactamases e deteccdo do gene mecA
através de PCR de 114 Staphycoccus spp. i1solados de animais de producdo e animais de
companhia atendidos em Hospital Veterinario de Ensino no Brasil. Os maiores indices de
resisténcia aos firmacos avaliados foram para penicilina (70,18%) e ampicilina (67,54%).
No teste para deteccdo da enzima betalactamase foram verificados 60 (52,63%) dos
Staphylococcus positivos. O gene mecA foi diagnosticado em 17 (14,91%) dos isolados
avaliados, sendo dois de caninos, um de felino e 14 de bovinos. Os resultados permitiram
concluir que a resisténcia para penicilina e ampicilina € alta nos Staphylococcus avaliados,
e que a producdo de betalactamase foi considerada o principal mecanismo de resisténcia
apresentado por estes microrganismos. Apesar do gene mecA ter baixa ocorréncia neste
estudo, existe a necessidade de um monitoramento constante em estirpes isoladas de
animais domésticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus spp.,animais

domésticos, animais de companhia, animais de producio, gene mecA



ABSTRACT
This paper aimed to review the main national and international studies on the occurrence

and prevalence of Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) in companion animals and in
farm animals and to assess the resistance profile of 114 Staphylococcus isolated from
clinical infections. The Staphylococcus aureus is an important pathogen in veterinary
medicine. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) has emerged in recent decades as a
nosocomial pathogen and as a cause of veterinary medicine infections. In animals, MRS A
have been isolated in several species, mainly of domestic animals, which are considered as
areservoir of this pathogen, in addition to being a source of infection to humans. There has
been a significant increase in the number of studies on MRSA in veterinary medicine in
various countries. The methicillin resistance can occur in both negative coagulase
Staphylococcus as for positive coagulase Staphylococcus. The phenomenon of
antimicrobial resistance demonstrated by species of Staphylococcus spp. in animals is
considered a major problem in veterinary medicine.The following assessments were made
in the present study: resistance profile using the disc diffusion method, production of beta-
lactamases and detection of mecA gene by PCR of 114 Staphycoccus spp. isolated from
companion animals and farm animals treated at the veterinary teaching hospital in Brazil.
The highest rates of resistance to the assessed drugs were as follows: penicillin (70.18%)
and ampicillin (67.54%). In the test for detection of beta-lactamase enzyme 60 (52.63%)
positive Staphylococci were detected. The mecA gene was diagnosed in 17 (14.91%) of the
isolates, being two dogs, one cat and fourteen bovine. The results allowed concluding that
resistance to penicillin and ampicillin is high in the assessed Staphylococci, and that the
production of beta-lactamase was considered the main mechanism of resistance of these
microorganisms. Despite the low occurrence of the mecA gene in this study, constant
monitoring in strains isolated from domestic animals is needed.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., domestic

animals, companion animals, farm animals, mecA gene
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INTRODUCAO GERAL

A resisttncia a meticilina apresentada pelos Staphylococcus spp. tem sido
pesquisada em todas as espécies e pouco relatada em caprinos e ovinos. Devido a
importancia desses agentes em infec¢cdes comunitdrias e hospitalares, buscou-se nesta
dissertacdo, a qual estd apresentada em dois capitulos, revisar os principais estudos de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRS A) e avaliar a presenga do gene mecA
em Staphylococcus spp. isolados de animais.

O capitulo I consta de uma revisdo de literatura contendo informagdes sobre a
ocorréncia e diagnéstico de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) em
animais de companhia e animais de produgdo. Foram abordados nesse capitulo informacoes
dos estudos, realizados em varios paises, em relacdo a prevaléncia e ocorréncia do gene
mecA.

No capitulo II estdo apresentados os resultados de pesquisa referente aos
Staphylococcus spp. isolados de animais atendidos pelo Hospital Veteriniario da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Neste trabalho, buscou-se caracterizar
espécies de Staphylococcus resistentes a meticilina através de métodos de diagndstico

fenotipicos e genotipicos.
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CAPITULO I
MRSA em animais de producao e animais de companhia
-Revisao Bibliografica-

O presente trabalho estd formato nas normas da Revista Ci€éncia Rural e serd submetido
para publicacdo
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MRSA em animais de producio e animais de companhia
MRSA in farm animals and companion animals

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

Rodrigo Antonio Torres Matos, Felicio Garino Junior e Julio Cesar dos Santos Araujo

RESUMO
Buscou-se com este trabalho revisar na literatura internacional e nacional os principais

estudos referentes a ocorréncia e prevaléncia de MRSA em animais de companhia e de
producdo.O Staphylococcus aureus é um importante patdgeno em medicina veterindria. S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) emergiu nas udltimas décadas como patégeno
nosocomial e como causador de infeccdes em medicina veterindria. Em animais, o MRS A
tem sido isolados em vdrias espécies, principalmente de animais domésticos, sendo estes
considerados como reservatorio deste patégeno, além de servir como fonte de infec¢do para
humanos. O MRSA em medicina veterindria teve um acréscimo significativo no nimero de
pesquisas realizadas em vérios paises.

Palavras-chave: Staphylococcus resistente a meticilina, animais de companhia, animais de
producado

ABSTRACT

This paper aimed to review the main national and international studies on the occurrence
and prevalence of MRSA in companion animals and in farm animals. The Staphylococcus
aureusis an important pathogen in veterinary medicine. Methicillin-resistant S. aureus
(MRS A) has emerged in recent decades as a nosocomial pathogen and as a cause of
veterinary medicine infections. In animals, MRSA have been isolated in several species,
mainly of domestic animals, which are considered as a reservoir of this pathogen, in
addition to being a source of infection to humans. There has been a significant increase in
the number of studies on MRS A in veterinary medicine in various countries.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, companion animals, farm animals
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INTRODUCAO

Os micro-organismos do género Staphylococcus sao encontrados na pele, glandulas
da pele e membranas mucosas de mamiferos e aves. Sdo encontrados também na cavidade
oral, glindula mamdiria, trato g€nito-urindrio, vias respiratorias superiores € trato
gastrintestinal dos animais domésticos (KLOOS& BANNERMAN, 1999).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € um importante patdgeno
humano e um agente emergente em medicina veterindria. Esse micro-organismo esti
presente em diversas espécies animais, incluindo cdes, gatos, coelhos, cavalos, vacas,
suinos, aves e animais exoticos, além de existir evidéncias de que os animais podem servir
como fonte de infeccdo para humanos e alimentos de origem animal (WEESE,2010;
KLUYTMANS , 2010).

O MRSA ¢ um patégeno nosocomial responsavel por infeccdes em humanos e
animais. Na medicina humana, o MRS A emergiu nos hospitais de varios paises na década
60, mas era considerado limitado, devido a baixa incidéncia da doengca. Com o passar dos
anos, esse agente causou um aumento na morbidade e mortalidade em hospitais e a partir da
década de 90 adquiriu importancia epidemiolégica causando infeccdes em diversas
comunidades (WEESE, 2010).

WEESE et al. (2006), afirmaram que o MRSA, devido ao crescente aumento de
infecgdes ocasionadas por este micro-organismo em animais na drea de medicina
veterindria, tem tido um papel cada vez mais importante como causador de infec¢des e vem
sendo considerado por muitos pesquisadores como " patégeno emergente”. PANTOSTI
(2012), afirma que MRSA tem sido diagnosticado como um agente etiologico de potencial
zoondtico, sugerindo que animais de companhia e de producdo podem servir como

reservatérios do micro-organismo ocasionando infeccdes em humanos.

1) RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS
A resisténcia apresentada pelos Staphylococcus aos beta-lactimicos € ocasionada
por dois mecanismos distintos, que possuem uma origem genética comum. O primeiro

mecanismo se deve a producdo da enzima betalactamase. O segundo estd associado a
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modificacdo do sitio de acdo do beta-lactamico, esse mecanismo de resisténcia € mediado
por elementos genéticos movéis denominados Staphylococcus Cassete Cromossomo
(SCCmec).

A enzima betalactamase é codificada por um gene chamado de blaZ, este gene
produz uma penicilinase, sendo um dos principais mecanismos de resisténcia aos
betalactamicos, drogas frequentemente usadas para o tratamento de infec¢des em animais
(LIVERMORE, 2000). Este gene tem sido identificado como causador da resist€éncia a
penicilina em Staphylococcus coagulase negativos, sugerindo que ele seja realmente o
responsdvel pela resisténcia a esse antimicrobiano. Transferéncias dos genes de resisténcia
entre Staphylococcus coagulase negativos e Staphylococcus aureus vém sendo relatadas
(OLSEN et al., 2006).

O segundo mecanismo de resisténcia apresentado pelos Staphylococcus spp. €
devido a um cassete cromossdomico (SCCmec). Este cassete cromossdmico apresenta o
gene mec A que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a) com ampla afinidade
para antibidticos beta-lactimicos e, permitem que os Staphylococcus sejam resistentes a
todos betalactimicos, além de mostrarem resisténcia a macrolideos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, mupirocina e cotrimoxazol (LIVERMORE, 2000; VAN DUIJKEREN et
al.,2004). O gene mecA pode ser encontrado tanto em Staphylococcus coagulase positivos
quanto em Staphylococcus coagulase negativos. Em medicina veterindria, a origem do gene
¢ desconhecida, entretanto, em medicina humana existem evidéncias que demonstram que o
gene mecA tenha sido originado do Staphylococcus sciuri (CoNS) com possivel
transferéncia para o S. aureus (CAIN, 2013).

A resisténcia a meticilina pode ocorrer em outras espécies de Staphylococcus,
incluindo intermedius e pseudintermedius, que colonizam e infectam tanto animais de
companhia, como outros animais (DOYLE et al., 2011). Os Staphylococcus coagulase

negativos também podem apresentar essa resisténcia.

2) MRSA EM ANIMAIS DOMESTICOS
De acordo com MORGAN (2008), o primeiro caso registrado de MRSA em
Medicina Veterinaria, foi descrito por Devriese, no ano de 1972 e ocorreu em vacas com

mastite na Bélgica. Desde entdo esses micro-organismos foram encontrados em vdrias
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outras espécies de animais domésticos como: caes, gatos, cavalos, ovinos, suinos, aves e
animais exoticos (LEONARD et al., 2006;WALTHER et al., 2008). Os mesmos autores
relatam que ha evidéncias de que estirpes de S. aureus sensiveis a meticilina, tornaram-se
resistentes a este antimicrobiano, pela aquisi¢do, por transferéncia horizontal do elemento
SCCmec, onde localiza-se o gene mecA, provavelmente originadas de cepas de
Staphylococcus coagulase negativos.

Estudos epidemiolégicos da prevaléncia de resisténcia a meticilina em todo o
mundo s@o muito comuns em cepas isoladas de seres humanos, principalmente isoladas de
hospitais e comunidades. Entretanto, em Medicina Veterindria, os estudos ndo sdo tdo
comuns, tendo sido observado um aumento significativo no nimero de pesquisas com este

micro-organismo, principalmente em animais domésticos.

2.1) ANIMAIS DE PRODUCAO

Em animais de producdo, o MRSA tem um papel importante em relacdo as
infeccoes em propriedades rurais, devido a possibilidade de disseminacdo do micro-
organismo para o rebanho e da possibilidade de ocorréncia de infecgdes por este patdgeno
(CUNY et al.,, 2010). Varios estudos tém sido desenvolvidos nas tultimas décadas em
equinos, bovinos, suinos, caprinos, ovinos e aves (Tabela 1). A transmissdo de MRSA de
animais para o homem, por contato direto ou via alimentos de origem animal também tem
sido sugerida, sendo este considerado um risco a satide publica. Outro fator importante em
relacdo aos animais com infecgdes clinicas € a ocorréncia de cepas carreadoras de multipla

resisténcia de dificil tratamento.

MRSA EM RUMINANTES

O Staphyloccoccus aureus é uma causa significativa de mastite em vacas e
pequenos ruminantes. No entanto, a prevaléncia de cepas resistentes a meticilina em vacas
na Europa parece ser baixo, embora haja variacao entre paises. Cepas de MRSA associada a
humanos foram detectadas em vacas com mastite na Hungria (JUHASZ-
KASZANYITZKY et al. 2007) Trabalhos realizados na Turquia (TURUTOGLU et al.
2009; CIFTClIet al2009; TURKYIMAZ et al. 2010), verificaram MRS A em trés (16,67%),
quatro (2,48%), e 16 (17,2%), respectivamente. VANDERHAEGHEN et al. (2010), na
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Bélgica, avaliando 118 S. aureus isolados de mastite bovina, verificaram 11 (9.3%) estirpes
carreando o gene mecA. Na Finlandia, GINDONIS et al. (2013), avaliando 135 S. aureus
isolados de mastite bovina clinica e subclinica, sendo verificado emdois (1,7%) de MRS A.
Recentemente na Holanda, VAN DUIJKEREN et al (2014), pesquisando amostras de S.
aureus de pele de bovinos enviados para abate, diagnosticaram 16/411 (3,89%) MRSA.

MRSA EM AVES

Existem poucos estudos de MRSA em aves. Em estudo com frangos de corte na
Bélgica foi detectado MRSA em 10 (5,84%), de um total de isolados de 171 S. aureus
(NEMATI et al. 2008). PERSOONS et al. (2009), encontraram oito (6,4%) animais
portadores de MRSA em 125 frangos de corte avaliados. Na Holanda, MULDERS et al.
(2010) em pesquisa em abatedouros, isolaram 28/405 (7%) de MRSA de traquéia, obtidos
imediatamente ao abate.Entretanto, na Alemanha, os estudos t€ém demonstrado alta
prevaléncia de MRSA. RICHTER et al. (2012), trabalhando com duzentos perus, de 20
propriedades diferentes, verificaram MRSA em 143 (71,5%). FRIESE et al. (2013), em
estudo com animais de 9 propriedades, obtiveram MRS A emd6/60 (76,7%) e 24/48 (50%)

em perus e frangos, respectivamente.

MRSA EM EQUINOS
MRSA foi descrito pela primeira vez em um equino com ferida cirirgica em 1996
(HARTMANN et al, 1997). Posteriormente, SEGUIN et al. (1999), nos EUA isolaram
cepas de S. aureus resistentes a meticilina de 11 equinos atendidos em um hospital
veterindrio. Nos EUA, MIDDLETON et al. (2005) estudaram 70 cepas de S. aureus
isolados de 65 animais internados, 18 provenientes de amostras de equinos e quatro (22%)
desses foram identificados como MRSA. BAPTISTE et al.(2005), no Reino
Unido,detectaram a ocorréncia de MRSA em 11(16%) equinos de 105 animais de
propriedade e hospitalizados.
Entretanto, em pesquisa realizada por VENGUST et al. (2006) na Eslovénia, com 300
animais, ndo diagnosticaram apresenca de MRSA. Resultados negativos, também foram

observados por BURTON et al. (2008)no Canada.
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VAN DEN EEDE et al. (2009), na Bélgica, encontraram 12 (10,9%) equinos
portadores de MRSA de um total de 110 animais avaliados. Neste estudo, os autores
detectaram o clone ST398 nas amostras analisadas e destacaram a importancia desse agente
como uma estirpe de potencial zoondtico. Na Austrdlia, AXON et al. (2011)
diagnosticaram MRS A em 28 (7%) de 405 animais avaliados em uma unidade de terapia
intensiva do hospital veterinario. Na suécia, BERGSTROM et al. (2012), observaram seis
casos de MRSA em um hospital veterindrio. LONCARIC et al. (2014), na Avustria,
verificou que todos os 78 S. aureus de equinos € um asinino previamente caracterizados
como MRSA, pelo teste de susceptibilidade antimicrobiana e pelo método da cefalosporina

cromogénica em disco, apresentaram o gene mecA.

MRSA EM SUINOS

MRSA sao comumente isolados da cavidade nasal de suinos, principalmente em
animais de fazendas que apresentam alta densidade na populacdo de animais (WEESE,
2010).HUIJSDENS et al. (2006), na Holanda, verificaram a ocorréncia de MRSA em
suinos, apds surgimento de casos de infec¢des por este agente em humanos.Foram
coletadas amostras do fazendeiro e sua familia, bem como dos suinos. Dos 10 suinos
avaliados, oito (80%) cepas foram consideradas MRS A. O fazendeiro e sua filha estavam
colonizados por cepas de MRSA e o fazendeiro era suinocultor e tinha contato com os
suinos infectados, demonsttrando com isso, o potencial zoondtico desse agente.

No Canadda, KHANNA et al. (2007) diagnosticaram 71 (24,9%) suinos infectados
com MRSA de um total de 285 animais provenientes de 20 propriedades rurais e
observaram que destas fazendas, nove (45%) tinham animais colonizados por MRSA.
SERGIO et al. (2007), em estudo desenvolvido em Cingapura, verificaram a ocorréncia de
um (1,72%) suino infectado com MRS A em amostras de suabes nasais coletados de um
total de 58 suinos. MEEMKEN et al. (2008), na Alemanha, verificaram a presenca de
MRSA em 85/678(13%) de suinos oriundos de diversas propriedades. Na Republica
Tcheca, com 283 suinos de fazendas de varias regides desse pais, verificaram a ocorréncia
de cinco (1,8%) cepas de MRS A. Todas elas apresentaram a sequéncia do clone ST398
(BARDON et al., 2012). Na China, PARK et al.(2013), em pesquisa com 900 suinos de 30

propriedade diferentes, com sinais clinicos de epidermite exudativa, diagnosticaram MRS A
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em 19 (26,02%), dos 73 S. aureus que apresentaram resisténcia aos betalactimicos, sendo
a prevalencia em animais de 2,11%. Existem diversos estudos em muitos paises
demonstrando a ocorréncia de MRS A em animais de producdao. Em animais de produgdo a
prevaléncia de MRS A é maior quando compara com animais de companhia, principalmente
em equinos e suinos. Nestas espécies costumam ocorrer infec¢des por clones de MRSA que
possuem um elevado potencial zoondtico podendo servir de fonte de infeccdo para os

humanos.

2.2) ANIMAIS DE COMPANHIA

O Staphylococcus aureus € um agente etiologico comumente isolado de infeccoes
em cdes e gatos. Entretanto, foram também diagnosticados em outras espécies de animais
de companhia como coelhos e aves (Tabela 2). A prevaléncia de S. aureus na pele e
mucosas dessas espécies € considerada baixa (DUQUETE et al., 2004). As infec¢des por
MRSA em animais de companhia s@o predominantes na pele e tecidos moles, ocorrendo
principalmente durante o periodo pés-cirirgico (MORGAN, 2008). Segundo DOYLE et al.
(2011), MRS A foi detectado pela primeira vez em animais de companhia na Nigéria, em
1972 por Oja. Posteriormente, ocorreu na Inglaterra, em um gato em uma unidade de
reabilitacdo geridtrica, que aparentemente foi infectado por um residente servindo este
como um reservatdrio para outros residentes. Foram também relatados na década de 1990
por CEFALI et al. (1994) e HARTMANN et al. (1997), no Reino Unido e nos Estados
Unidos, respectivamente. Em estudo realizado por VAN DUIJKEREN et al. (2004), de 102
Staphylococcus aureus, encontraram dois MRSA (1,96%), sendo as duas amostras de caes
(2/23), sendo que o mesmo nao foi diagnosticado em gatos (0/28).

BAPTISTE et al. (2005), no Reino Unido, detectaram a ocorréncia de trés (5,45%)
MRSA em cdes de um total de 55 animais pesquisados e nenhum gato positivo de 50
micro-organismos avaliados. LOEFFLER et al. (2005), no Reino Unido, detectaram a
presenca do gene mecA em quatro cdes de um total de 45 (8,88%) e ndo encontraram
nenhuma amostra positiva em gatos de um total de 12 animais avaliados. Nos EUA,
MIDDLETON et al. (2005), estudaram 38 cepas de S. aureus (36 caninos e dois
felinos),provenientes de sete hospitais veterinarios de ensino e verificaram que a ocorréncia

de MRSA foi em 4 cdes e 1 gato (13,16%). O'MAHONY et al. (2005), em pesquisa
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realizada na Irlanda, reportaram a ocorréncia de MRSA em 14 cdes, um coelho e um gato
atendidos no hospital veterinario.

VITALE & GROSS (2006), nos Estados Unidos, relataram um caso de um gato
com infec¢do por MRSA, sendo que seu proprietdrio reportou que tinha tido abscessos na
pele e pneumonia trés meses antes, embora ndo tenha sido feito o exame microbiolégico.
Entdo esses autores sugerem que esse patdogeno tenha sido transmitido para o animal pelo
contato com o proprietario, demonstrando com isso o cardter zoondtico do agente.

SING et al. (2008), nos Estados Unidos, relataram um caso de uma mulher infectada
pelo MRS A, que tinha abscessos recorrentes. A mesma estava em contato com sua familia
assinfomatica e com trés gatos, sendo um destes portador de MRSA. Nesse estudo os
autores evidenciaram que foi possivel a recuperacao da mulher apds o tratamento do gato,
revelando evidéncias a respeito da transmissdo de entre animais € humanos. NIENHOFF et
al. (2009), reportaram trés cdes de MRSA positivos de um total de 803 caes e 117 gatos
admitidos na clinica de pequenos animais na universidade de medicina veterindria de
Hannover, Alemanha.Segundo MURPHY et al (2009), em um estudo realizado em
Hospitais Veterindrios de Ontario, Canadd, nido foi detectada a presenca de MRSA em
animais de companhia (188 cdes e 39 gatos). MOUNEY et al. (2013), no Canad4, ndo
verificaram MRSA em isolados de conjuntiva de cdes sadios. Entretanto, em estudo
realizado por Loncaric (2014), na Austria, com apenas 5 S. aureus de caes resistentes a
meticilina, apresentaram o gene mecA. Em Portugal, COUTO et al. (2011), verificaram a
ocorréncia de MRSA de 0,7% e 1,4% em caes e gatos sadios, respectivamente, de um total
de 146 cdes e 141 gatos. A ocorréncia de MRSA em animais sadios e com infeccdes
clinicas tem aumentado muito em animais de companhia, acometendo principalmente caes
e em menor frequéncia gatos. A prevaléncia de MRSA em animais de com infecgdes

clinicas € baixa e em animais sadios ndo ultrapassa de 3 %.

3) MRSA ISOLADOS DE ANIMAIS NO BRASIL
No Brasil, existem poucos estudos sobre MRSA em medicina veterindria. Os

estudos existentes estdo apresentados na tabela abaixo (Tabela 3). O primeiro estudo foi
realizado por LILENBAUM et al. (1998), no Estado do Rio de Janeiro, com amostras

coletadas de pele de 148 gatos clinicamente sadios,sendo observado a presenca de trés
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(2,02%) MRSA de um total 14 S.aureus através de testes fenotipicos. COELHO et al.
(2009), em pesquisa realizada no Estado do Rio de Janeiro, com amostras de leite de 98
vacas com mastite clinica e subclinica, detectaram a ocorréncia de MRSA em cinco
(5,10%) animais. QUITOCO et al. 2013, em pesquisa realizada no Rio de janeiro,
avaliando 130 animais de companhia, verificaram a presenca de MRSA em 0,76% das
amostras, sendo o gene mecA detectado em apenas um gato 1/60 (1,7%), sendo que para as
amostras dos 70 caes avaliados ndo houve a deteccdo do gene mecA.

AQUINO et al. (2012), em um estudo desenvolvido no Estado de Sao Paulo, com
161 amostras (36 bovinos leiteiros, 26 bovinos de corte, 19 ovinos, 21 equinos, 23 suinos,
23 caprinos), ndo observaram estirpes MRSA. Na regido Nordeste, FRANCA et al. (2012),
ndo detectaram a presenca do gene mecA nos 34 S. aureus isolados de pequenos ruminantes
(171 caprinos e 30 ovinos) com mastite subclinica. O mesmo resultado negativo, foi
observado por DALL AGNOL et al. (2013), em trabalho desenvolvido no Estado de Santa
Catarina, com 36 Staphylococcus spp. isolados de mastite ovina, sendo trés destes S.
aureus. No Brasil, a maioria dos estudos estdo relacionados a ocorréncia de MRSA em
animais de producdo, principalmente em isolados de leite de processos mastiticos bovinos,

caprinos e ovinos, sendo necessarios mais estudos com eqiiinos e suinos.

CONCLUSAO

O aumento de estudos referentes ao MRSA em animais, demonstra a atual
importancia desse micro-organismo em medicina veterindria. Observa-se que em animais
de companhia sadios a prevaléncia é baixa. Porém estudos demonstram que em amostras
clinicas hd uma ocorréncia maior, sendo mais comum em cdes. Em gatos a ocorréncia de
MRSA pode ser considerado rara, apresentando-se em menor nimero em relacao aos caes.

Em bovinos, o MRSA tem sido diagnosticados, principalmente em amostras de leite
provenientes de casos de mastite, que pode, consequentemente, ser veiculado pelos
produtos licteos. Os equinos e suinos sdo 0s que apresentam os maiores indices de
isolamento de MRS A, principalmente em animais dessas espécies que sao hospitalizados.
Pesquisas no Brasil devem ser incentivadas e intensificadas com o objetivo de compreender
melhor o status de MRSA em animais, além de implementar a vigildncia da resisténcia em

estirpes em medicina veterindria.
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O MRSA, como agente potencialmente zoondtico, apresenta grande relevancia.
Entretanto, em Medicina Veterinidria ndo se dd a devida importincia ao problema de
infeccoes em animais de producdo provenientes de propriedades rurais, tal fato estd

relacionado a morbidade e mortalidade em animais, gerando prejuizos econdmicos.
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Tabela 1- Estudos de MRSA realizados em animais de producao

Animais de Produgdo

Autores Ano Numero Amostral N° de (%) Método de Pais
MRSA diagndstico
Seguin et al. 1999 11 equinos 11 100% CIM Estados
PCR Unidos
Baptiste et al. 2005 105 equinos 11 10,47% PCR Reino Unido
Middleton et al. 2005 7 bovinos 0 0% CIM Estados
18 equinos 4 22,22% PCR Unidos
O’Mahony et al. 2005 8 equinos 0% PCR Irlanda
Huijsdens et al 2006 10 suinos 8 80% ASO Holanda
PCR
Walther et al. 2006 1 vaca 1 1 caso PCR Suica
Vengust et al. 2006 300 equinos 0 0% ASO Eslovénia
TAL
Juhasz- 2007 595 amostras de 27 4,53% PCR Hungria
Kaszanyitzky etal. leite bovino
Khanna et al. 2007 285 suinos 71 24.9% AC Canada
TAL
PCR
Sergio et al. 2007 58 suinos 1 1,72% ASO Cingapura
PCR
Burton et al. 2008 497 equinos sadios 0 0% MS Atlantic
ASO Canadd
TAL
leemken et al. 2008 678 suinos 85 13% PCR Alemanha
Nematiet al 2008 171 frangos 10 5,84% PCR Bélgica
Ciftciet al. 2009 161 bovinos 4 2,48% DDO Turquia
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PCR

Persoons et al. 2009 125 frangos de 8 6,4% PCR Bélgica
corte
Vanden Eede etal. 2009 110 equinos 12 10,9% PCR Bélgica
Turutoglu et al 2009 18 S. aureus 3 16,67% Teste Turquia
(MRS A) mastite fenotipico
bovina PCR
Mulders et al. 2010 405 aves 28 6,9% PCR Holanda
Turkyilmaz et al. 2010 93 S. aureus 16 17,2% DDO Turquia
CIM
PCR
Vanderhaeghen et 2010 118 S. aureus 11 9.3% PCR Belgica
al (mastite)
Axonet al. 2011 405 equinos 28 7% PCR Austrélia
Park et al 2013 900 suinos 19 2,11% PCR China
Gindonis et al. 2013 135 S. aureus 2 1,7% PCR Finlandia
(mastite bovina)
Bergstrom et al. 2011 6 equinos 6 6 casos Testes Suécia
fenotipicos
PCR
Bardon et al. 2012 283 suinos 5 1,8% CIM Republica
AC Tcheca
TAL
PCR
Richter et al 2012 200 Perus 143 71,5% PCR Alemanha
Friese 2013 60 Perus 46 76,7% PCR Alemanha
48 frangos 24 50%
Loncaric et al. 2014 78 equinos 78 100% PCR Austria
1 asinino 1 100%
Van Duijkeren 2014  411bovinos (suabe 16 3,9% PCR Holanda

de pele)

32



AC- Agar cromogénico ASO- Agar Screening com Oxacilina DDO- Disco difusdo com oxacilina CIM-
Concentracao inibitétia minima MS- Meio seletivo para MRSA TAL- Teste de Aglutinacdo em Latex
PCR- Reacao de Cadeia de Polimerase
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Tabela 2: Estudos de MRSA realizados em animais de companhia

Animais de companhia

Autores

Cefai et al.

Manian

Van Duijkeren et

al.

Baptiste et al.

Loeffler et al.

Middleton et al.

O Mahony et al.

Vengust et al.

Vitale et al.

Weese et al.

Ano

1994
2003

2004

2005

2005

2005

2005

2006

2006

2006

N° Amostral

1 cao

1 cao

150 caes
89 gatos

55 caes

50 gatos

45 caes
12 gatos
2 aves
36 caes
2 gatos
14 caes
1 coelho

1 gato

200 caes

1 gato

4 caes

3 gatos

Ne de
MRSA
1
1

[S)

(%)

1 caso

1 caso

1,33%
0%

5,45%
0%

8,88%
0%
0%

11,11%

50%

100%

100%
0%

100%
0%

1 caso

75%
0%

Métodos de
diagndstico
PCR
PCR

ASO
CIM
PCR

PCR

ASO
PCR
CIM
PCR

PCR

ASO
TAL
TAL
PCR
ASO
TAL
PCR

Pais

Reino Unido

Estados

Unidos
Holanda

Reino Unido

Reino Unido

Estados
Unidos

Irlanda

Eslovénia

Estados
Unidos

Canada
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Sing et al. 2008
Murphy et al. 2009
Nienhoff et al. 2009
Couto et al. 2012
Mouney et al. 2013

3 gatos

188 caes
39 gatos
803 caes
117 gatos
146 caes
141 gatos
123 caes

- O W O O

2
2

33,33%

0%
0%
0,37%
0%
0,7%
1,4%
1,6%

PCR

ASO

PCR

PCR

PCR

Estados

Unidos

Canada
Alemanha

Portugal

Canada

AC- Agar cromogénico ASO- Agar Screening com Oxacilina DDO- Disco difusdo com oxacilina CIM-

Concentracao inibitétia minima MS- Meio seletivo para MRSA TAL- Teste de Aglutinacio em Latex
PCR- Reacao de Cadeia de Polimerase
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Tabela 3- Estudos de MRSA realizados em animais de companhia e animais de

produciao no Brasil

Autores

Lilenbaumet al.

Coelho et al.

Aquino et al.

Franca et al.

DallAgnol et al.

Quitoco et al.

Ano

1998

2009

2012

2012

2013

2013

No

Amostral

148 gatos

98 vacas

32 bovinos
leiteiros
26 bovinos
de corte
23 caprinos
21 equinos
19 ovinos

23 suinos

171caprinos

30 ovinos

36 isolados

70 caes

60 gatos

Ne de
MRSA

o o o O

)

0
1

(%)

2,02%

5,10%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%
1,7%

Métodos

de

diagnostico

ASO

ASO

PCR

ASO
PCR

PCR

PCR

PCR

Estado

Rio de
Janeiro
Rio de
Janeiro

Sao Paulo

Bahia

Pernambuco

Santa

Catarina

Rio de Janeiro

AC- Agar cromogénico ASO- Agar Screening com Oxacilina DDO- Disco difusdo com oxacilina CIM-

Concentracao inibitétia minima MS- Meio seletivo para MRSA TAL- Teste de Aglutinacio em Latex

PCR- Reacao de Cadeia de Polimerase
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CAPITULO I

Resisténcia a meticilina de estafilococos coagulase positivos e negativos
causadores de infeccoes em animais de companhia e animais de producao
-Artigo-
O presente trabalho foi formato de acordo com as normas da revista Ciéncia Rural e

submetido para publicagcdo
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Resisténcia a meticilina de estafilococos coagulase positivos e negativos causadores de

infeccOes em animais de companhia e animais de producao

Methicillin resistance in coagulase positive and negative staphylococci causing

infections in companion and farm species

Rodrigo Antonio Torres Matos, Felicio Garino Junior, Layze Cilmara, Danielle Aluska N.
Pessoa, Meire Maria dos Santos Macedo, Silvia Souza Aquino, Candice Léon e Celso José

Bruno de Oliveira

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a resisténcia aos antimicrobianos, producdo de
betalactamases e ocorréncia de MRS A e MRCoNS em 114 Staphylococcus spp. isolados de
animais de companhia e animais de producdo atendidos em Hospital Veterindrio de Ensino
no Brasil. O fendmeno de resist€ncia antimicrobiana apresentado por espécies de
Staphylococcus spp. em animais tem sido considerada um problema crescente em medicina
veterindria. O perfil de resisténcia foi avaliado através do método de difusdo em disco,
producdo de betalactamases e deteccdo do gene mecA através de PCR. Os maiores indices
de resisténcia aos firmacos avaliados foram para penicilina (70,18%) e ampicilina
(67,54%). No teste para deteccdo da enzima betalactamase foram verificados 60 (52,63%)
dos Staphylococcus positivos. O gene mecA foi diagnosticado em 17 (14,91%) dos isolados
avaliados, sendo dois em caninos, um em felino e 14 em bovinos. Os resultados permitiram
concluir que a resisténcia para penicilina e ampicilina € alta nos Staphylococcus avaliados,
e que a producdo de betalactamase foi considerada o principal mecanismo de resisténcia
apresentado por estes microrganismos. Apesar do gene mecA ter baixa ocorréncia neste
estudo, existe a necessidade de um monitoramento constante em estirpes isoladas de
animais domésticos.

Palavras-chave: Staphylococcus, resisténcia, animais domésticos, gene mecA
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ABSTRACT

The present study was aimed to assess the resistance to antimicrobials, production of beta-
lactamases and occurrence of MRSA and MRCoNS in isolates from companion animals
and farm animals. The antimicrobial resistance demonstrated by species of Staphylococcus
spp. in animals is considered a major problem in veterinary medicine.
The following assessments were made in the present study: resistance profile using the disc
diffusion method, production of beta-lactamases and detection of mecA gene by PCR of
114 Staphycoccus spp. isolated from companion animals and farm animals treated at the
veterinary teaching hospital in Brazil. The highest rates of resistance to the assessed drugs
were as follows: penicillin (70.18%) and ampicillin (67.54%). In the test for detection of
beta-lactamase enzyme 60 (52.63%) positive Staphylococci were detected. The mecA gene
was diagnosed in 17 (14.91%) of the assessed isolates, two dogs, one cat and fourteen
bovine. The results allowed concluding that resistance to penicillin and ampicillin is high in
the assessed Staphylococci, and that the production of beta-lactamase was considered the
main mechanism of resistance of these microorganisms. Despite the low occurrence of the
mecA gene in this study, constant monitoring in strains isolated from domestic animals is
needed.

Keywords: Staphylococcus, resistance, domestic animals, mecA gene

INTRODUCAO

Bactérias do género Staphyloccoccus sao importantes agentes etioldogicos de
relevincia em Medicina Veterindria, sendo os mais importantes clinicamente os
Staphylococcus aureus, intermedius € pseudointermedius. Além destes, existem o0s
Staphylococcus coagulase-negativos que vém ganhando cada vez mais importincia em
infec¢Oes clinicas. Um fator importante nas bactérias deste gé€nero € a capacidade de se
tornarem resistentes a meticilina, através da presenca do gene mecA, que faz com que estes
micro-organismos se tornem resistentes as penicilinas, cefalosporinas e carbapenéns
(WEESE 2010; VAN DUIJKEREN, 2010).

As betalactamases, sdo consideradas um dos principais mecanismos de resist€éncia
aos betalactimicos, drogas frequentemente usadas para o tratamento de infec¢des em

animais. Estas enzimas agem no anel betalactimico, provocando a hidrélise e inativacdo do
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antibitico. As betalactamases sio freqiientemente encontradas em isolamentos clinicos do
género Staphylococcus (LIVERMORE, 2000). Outro mecanismo € o que confere
resisténcia a meticilina e pode ser encontrado tanto em Staphylococcus coagulase-positivos
quanto Staphylococcus coagulase- ne gativos.

Os Staphylococcus aureus resistentes ameticilina (MRS A) infectam uma variedade
de animais domésticos e exdticos (DOYLE et al, 2011). Esses micro-organismos sao
isolados de diversas infec¢cdes como, pioderma, otites, doengas respiratdrias, cistites,
prostatites e septicemia. Estudos demonstram a ocorréncia desse agente em caes e gatos
sauddveis e citam o mesmo como patégeno emergente de equinos e animais de fazenda.
Pesquisas relatam que alguns clones de MRSA, isolados de caes, cavalos e suinos possuem
potencial zoondtico. Além do MRSA, existem os MRCoNS (Staphylococcus coagulase
negativos resistentes a meticilina) que também tem sido isolados de infec¢des em animais
(WEESE & VAN DUIJKEREN, 2010; CAIN,2013).

No Brasil existem poucos estudos a respeito de MRSA e MRCoNS como
causadores de infeccdoes em animais de companhia e animais de produgdo, objetivou-se
com este trabalho avaliar a resist€ncia aos antimicrobianos, produgdo de betalactamases e
ocorréncia de MRSA e MRCoNS de isolados de animais de companhia e animais de

producao.

MATERIAIS E METODOS

Amostras

Foram utilizados neste trabalho Staphylococcus que estavam congelados em tubos
contendo caldo BHI e glicerol pertencentes ao banco de micro-organismos do Laboratério
de Microbiologia do Hospital Veterinario da UFCG-CSTR-Campus de Patos. Os 114
Staphylococcus spp. isolados foram de animais de companhia, caes (n=17), gatos (n=6)
provenientes de urina, secrecdes de ouvido, secregdes oculares e feridas cutineas e animais
de produgdo, vacas com mastite clinica e subclinica (n=46), cabras com mastite clinica e
subclinica (n=17) e ovelhas com mastite subclinica (n=28).

Os micro-organismos foram semeados em Agar sangue ovino desfibrinado a 5%,

Agar nutriente e incubadas a 37 °C por 24horas. Apés esse periodo,os isoladosforam
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submetidos a identificacdo através de testes bioquimicos: teste da coagulase em tubo
realizado com plasma de coelho liofilizado, oxidase, hidrélise de esculina, reducdo de
nitrato, teste de resisténcia a polimixina, producdo de uréase, Voges-Proskauer (producio
de acetoina) e fermentacdo de carboidratos, xilose, trealose, maltose, sacarose d- mannose,
d-mannitol e raffinose (KLOOS E BANNERMAN, 1999). Para controle dos testes foi
utilizado o Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Avaliaciao da Susceptibilidade “in vitro” aos Antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado de acordo com o
método de Kirby-Bauer descrito pelo manual do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007). Foram utilizados discos impregnados com os seguintes agentes
antimicrobianos: ampicilina 30 mcg,cefalexina 30 mcg,cefalotina 30 mcg,cefoxitina 30
mcg, gentamicina 10 mcg, neomicina 10mcg, norfloxacina 10 mcgoxacilina 1 mcg,
penicilina 10 UI tetraciclina 30 mcg,.A interpretagdo dos resultados foi realizada através da
leitura dos halos de inibi¢cao (CLSI, 2007).

Os valores dos halos de cefoxitina e oxacilina foram utilizados para observacio da
resisténcia a meticilina. As culturas foram classificadas como sensiveis, quando
apresentaram halos de inibicdo > 13 mm para o disco de oxacilina e > 22 mm para o disco
de cefoxitina. Quando apresentaram halos inferiores foram classificadas como resistentes.
Para o teste de controle de qualidade foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923.

Screening teste com oxacilina

Para avaliar a resisténcia a oxacilina e/ ou meticilina, as amostras foram semeadas
em Agar Muller-Hinton suplementado com 4% NaCl e 6ug/ml de oxacilina para a
realizacdo do teste. As bactérias foram semeadas no meio e as placas foram incubadas por
24h horas a 37 °C. As amostras foram consideradas positivas quando apresentaram

crescimento em placa.
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Agar cromogénico para identificacdo dos Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA)

Para avaliar a resist€ncia ameticilina, as bactérias isoladas foram submetidas ao
cultivo em Agar cromogénico MRSA, contendo substratos cromo génicos e cefoxitina (BBL
CHROMagar MRS A- biomériux). As culturas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Apds esse
periodo, era realizada a leitura das placas para observagdo do resultado.

A deteccdo das cepas MRS A foi dada pela hidrélise do substrato cromogénico, que
resultou no crescimento de colonias com coloragdo malva, no caso de amostras negativas,

eram observadas colonias com coloragdo verde. Foi utilizada como controle a cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Teste de Producio de betalactamases

Os Staphylococcus foram testados para a producdo de betalactamase através do
método da cefalosporinacromogé€nica em disco (Cefnase®, BD- Becton,
DickinsonandCompany, Maryland, US A), que apresenta uma mudancga da cor brancapara a
vermelha quando o anel betalactdimico € hidrolisado. As colonias foram removidas
utilizando-se algca de platina, tendo sido aplicadas sobre a superficie do disco de cefinase e
observadas por um periodode uma hora. O desenvolvimento da cor vermelha foi
considerado como reacdo positiva, indicandoproduc¢do de betalactamase. Para o controle

positivo, foi utilizado Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Extracio do DNA gendémico

A extracdo do DNA gendmico dos isolados de Staphylococcus spp. foi realizada por
fenol:cloroférmio:dlcoolisoamilico (25:24:1), descrito por Fritsch et al (1989), com
modificacdes. Culturas bacterianas (1,4 mL) crescidas em caldo infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) (Acumedia®, USA) foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 15 minutos a
4° C, onde o sobrenadante foi descartado e ao pellet obtido foram adicionados 500 pL de
tampdo TE 10:1 (10 mM de Tris-HCI, pH 8, 1mM de EDTA), 10 pL de lisozima (10
mg/mL) (USB Corporation, USA) e 10 uL de proteinase K (5 mg/mL) (BioLabs®, USA),
para lise da parede celular. A solucdo foi homogeneizada em vortex e incubada a 60° C

overnight.
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Em seguida, foram adicionados 100 puL de tampao STE (2,5% SDS, 10mM Tris-HC],
pH 8, 0,25M EDTA) com incubacdo a 60° C por 15 minutos, para solubilizagdo dos
lipidios. A solu¢@o foi mantida em repouso a temperatura ambiente e em gelo durante 5
minutos (cada). Adicionou-se 130 uL de Acetato de amdnio (7,5 M) (Amresco®, USA),
com incubacdo em gelo por 15 minutos, neutralizando a reag@o.

Sequencialmente, a solu¢do foi centrifugada em rotagdo supracitada por 5 minutos,
com sobrenadante (£ 700uL) transferido para novo tubo (1,5 mL) e a este adicionado
volume igual de fenol:cloroférmio:dlcoolisoamilico (Sigma-Aldrich, USA), sendo
novamente centrifugado por 5 minutos. O fenol:cloroférmio precipita as proteinas,
revelando-as na interface entre as fases formadas, organica e aquosa.

O sobrenadante ou fase aquosa (onde se encontra os dcidos nucléicos) (400 pL) foi
transferido para um novo tubo (1,5 mL, livre de RNAse e DN Ase) e a este adicionado 420
uL de Etanol absoluto gelado (Amresco®, USA), com incubacio a -20° C por 24 horas para
que ocorre-se precipitagdo do DN A extraido.

Ap6s 24 horas, o tubo foi centrifugado em mesma rotagao citada por 15 minutos, € o
sobrenadante descartado. O pellet (translicido) foi seco em temperatura ambiente por 30
minutos e ressuspendido com 30 pL. de dgua (destilada, deionizada e autoclavada), com
incubacdo a -20° C por 24 horas. Por fim, o DNA gendmico extraido foi avaliado quali-
quantitativamente por espectrofotometria, através do uso de biofotdmetro (Biophotometer
Plus, Eppendorf®, Alemanha).

Admitiram-se limites de quantidades de DNA acima de 300 ng/uL. e absorbancias
(Az60n80) entre 1,7 a 1,9. Para realizacdo das andlises moleculares se guintes foi realizada
uma padronizacdo de DNA para 50 ng/ul. em 40 pL de dgua (destilada, deionizada e

autoclavada).

Deteccao do gene mecA

Foi realizado ouniplex utilizando os oligonucleotideos,mecAl: (5'- GTA GAA ATG
ACT GAA CGT CCG ATA A-3"e mecA2:(5'-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA
A-3'") para detectar a presenca do gene mecA seguindo o protocolo descrito por JONAS et
al. (1999), com modificacdes. Para a mistura da PCR utilizou-se 25 pL de reagdo,

contendoZ7ag DNA polimerase (1U), MgCL(2mM), tampdo taq (1x) ,dNTPs (200 uM de
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cada), 0,8 uM de cada iniciador ¢ 100 ng do DNA molde. A amplificacio do DNA foi
realizada em termociclador (TPersonalThermocycler, Biometra®, Alemanha) de acordo
com o protocolo descrito por ADALETI et al. (2008), com modificacdes: desnaturacao
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdao a 72°C por 30 segundos),
e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados em
gel de agarose a 2% corado com o GelRed (Biotium, USA). O produto amplificado foi
avaliado quanto a presenca ou auséncia de bandas, contendo o nimero de pares de base
indicado na tabela anterior.Utilizou-se como controle positivo a cepa St. 0008

Staphylococcusaureus SCC mecA + -tipo I'V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, estio demonstrados os resultados da identificacdo das 114 espécies de
Staphylococcus avaliados. Foram identificados 74 SCP (64,91%) e 40 SCN (35,09%).

Em relagdo ao perfil de resist€ncia aos antimicrobianos, observa-se que as drogas
que apresentaram maior percentual de resisténcia foram a ampicilina e penicilina em todas
as espécies estudadas (Tabela 2). Os menores percentuais de resisténcia foram para as
cefalosporinas. Apresentaram multipla resisténcia a dois ou mais antibiticos 82
Staphylococcus spp. (71,93 %).

SOARES et al. (2012), em pesquisa com vacas com mastite no Estado do Rio de
Janeiro, observaram um percentual de resisténcia elevado para os antimicrobianos
ampicilina (79%) e penicilina (79%) e um menor percentual para os antimicrobianos
cefalotina (7%), gentamicina (15%) e oxacilina (29%), concordando com os dados
encontrados neste trabalho.

DALL AGNOL et al (2013), em um estudo realizado com ovelhas de Santa
Catarina, verificaram que os Staphylococcus spp. isolados de leite desses animais
apresentaram menor sensibilidade a ampicilina e a penicilina, corroborando com o0s
resultados observados nesse estudo. Esses resultados apontam para a existéncia de
mecanismos de resisténcia presentes nos Staphylococcusspp.avaliados nos trabalhos acima,
demonstrando o fendmeno de miltipla resist€ncia nos Staphylococcus estudados. O uso

freqiiente destes compostos, muitas vezes em dosagens inadequadas, provavelmente foi um
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dos fatores responsdveis pela aquisicdo de resist€ncia. Com relacdo a producdo de
betalactamases verificou-se maior ocorréncia para isolados de bovinos 67,39% (31/46),
caprinos 58,82% (10/17), caes 64,71% (11/17) e gatos 50% (3/6). Foi considerada baixa a
ocorréncia emovinos 17,86% (5/28).

Virios estudos tem demonstrado a alta prevaléncia de betalactamases em
Staphylococcusspp. isolados de animais. CORRENTE et al. (2003), na Italia, com
Staphylococcus isolados de mastite subclinica em ovelhas, verificaram a producdo de
betalactamase nas 24 estirpes isoladas. GANIERE et al. (2005) em trabalho desenvolvido na
Franca com 50 Staphylococcus intermedius isolados de piodermatite canino, verificaram
que 62% desses microrganismos eram resistentes a penicilina e produziam betalactamases,
corroborando com os dados obtidos neste estudo.

No Brasil, estudos com Staphylococcus produtores de betalactamases em medicina
veterindria, tem sido reportados, principalmente em isolados de mastite. BRITO et al.
(2001), 41,96%, GARINO JR et al. (2009) 73,81%. Estes estudos demonstram que a
ocorréncia de Staphylococcus produtores de betalactamases é elevada em animais de
producdo e animais de companhia, contribuindo para o aumento da resisténcia aos
betalactamicos, como ampicilina e penicilina. Estes trabalhos demonstram que a produgao
de betalactamases € um dos principais mecanismos de resisténcia apresentado por estes
microrganismos. Devido a alta incidéncia de estirpes produtoras de betalactamases,
recomenda-se o uso de antimicrobianos associados com inibidores de betalactamases para o
controle de infec¢des causadas por estes micro-organismos

Nos testes fenotipicos para avaliacdo da resisténcia a meticilina, observou-se que
dentre os micro-organismos avaliados foram 77,19% positivos (88/114) no screening teste
com oxacilina e 64,03% positivos (73/114) no dgar cromogénico dos microrganismos
avaliados. Destes 73 positivos nos dgar cromogénico, 26,03% (19/73) foram de animais de
companhia e 73,97% (54/73) de animais de producdo.O gene mecA foi observado em
14,91% (17/114) 1solados de caes, gatos, cabras, ovelhas e vacas.Em relacdo a pesquisa do
gene mecA, no presente estudo foi observado um total de 17, sendo 14 em bovinos com
mastite clinica e subclinica, 2 em cdes e 1 em gato com infecgdes clinicas (Tabela 3). Da
mesma forma, PRIBULL et al. (2011), verificaram a ocorréncia 30 Staphylococcus aureus

isolados de mastite bovina em que 21 (70%) apresentaram o gene mecA e destes todos
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apresentaram multipla resisténcia, demonstrando que o gene nesses casos foi o principal
mecanismo de resisténcia observado, conferindo miltipla resisténcia aos isolados.Jd em
trabalho realizado por COELHO et al. (2009), com amostras de leite de 98 vacas com
mastite clinica e subclinica, detectaram a ocorréncia de MRSA em cinco (5,10%) animais.

AQUINO et al. (2012), em um estudo desenvolvido no Estado de Sao Paulo, com
161 amostras (36 bovinos leiteiros, 26 bovinos de corte, 19 ovinos, 21 equinos, 23 suinos,
23 caprinos), ndo observaram estirpes MRSA. Na regido Nordeste, FRANCA et al. (2012),
ndo verificaram a presenca do gene mecA nos 34 S. aureus isolados de pequenos
ruminantes (171 caprinos e 30 ovinos) com mastite subclinica. O mesmo resultado
negativo, foi observado por DALL AGNOL et al. (2013), em trabalho desenvolvido no
Estado de Santa Catarina, com 36 Staphylococcus spp. isolados de mastite ovina, sendo trés
destes S. aureus. Apesar de ser uma realidade a identificacdo de gene mecA em amostras
clinicas de animais, observou-se auséncia deste em estudos realizados no estado de Sio
Paulo (AQUINO et al. (2012) e Santa Catarina (DALL AGNOL et al (2013),
demonstrando que a resisténcia a meticilina ndo estd disseminada entre os rebanhos
estudados.

QUITOCO et al. (2013), avaliando 130 animais de companhia, verificaram a
presenca de MRSA em 0,76 % das amostras, sendo o gene mecA detectado em apenas um
gato (1/60 1,7%), sendo que para as amostras dos 70 cdes avaliados ndo houve a detecc¢do
do gene mecA. Estes resultados concordam com diversos estudos que afirmam que a
prevaléncia em animais de companhia € baixa e que na maioria das vezes a resisténcia aos
antimicrobianos se dd pela producdo de enzimas betalactamases produzidas por esses

microrganismos.

CONCLUSAO
A resisténcia aos antimicrobianos estd amplamente difundida entre os
Staphylococcus spp. Umdos principais mecanismos de resisténcia destes micro-organismos
¢ a producdo de enzimas betalactamases que conferem resist€ncia aos betalactimicos,
principalmente a penicilina. Outro mecanismo importante em bactérias do género

Staphylococcus é o gene mecA, que codifica uma proteina ligadora de penicilina (PLP)

responsdvel por conferir miiltipla resisténcia a estes micro-organismos. Deve ser realizado
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o monitoramento e vigilincia dos animais através de testes fenotipicos e moleculares,

verificando a ocorréncia em animais de cepas resistentes a meticilina.
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Tabela 1- Espécies de Staphylococcus isolados de animais de companhia e animais de
producao atendidos em Hospital Veterindrio de Ensino no Brasil

Cdes  Gatos Cabras Ovelhas Vacas

Staphylococcus (n=17) (n=6) (n=17) (n=28) (n=46) Total %
SCP

S. aureus 17 5 5 30 57 50,00
S. hycus 1 7 8 7,02
S. intermedius 4 4 3,51
S. lutrae 1 3 4 3,51
S. scheleiferisubsp. Coagulans 1 1 0,88
SCN 0 0,00
S. caprae 3 3 2,63
S. chromogenes 2 4 6 5,26
S. epidermidis 7 7 6,14
S. hominissubsp. Hominis 3 1 4 3,51
S. lugdunensis 2 2 1,75
S. psifermentans 1 1 0,88
S. saccharolyticus 1 1 0,88
S. saprophyticus 3 3 2,63
S. saprophyticusbovis 6 6 5,26
S. scheleiferi 0 0,00
S. simulans 1 4 5 4,39
S. xylosus 1 1 0,88
S. warneri 1 1 0,88
Total 17 6 17 28 46 114 100

50



Tabela 2- Porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos, dos 114 Staphylococcus spp.
isolados de animais de companhia e animais de produgdo atendidos em Hospital

Veterinario de Ensino no Brasil

Animais AMP CFL CFE CFO CTX GEN NEO NOR OXA PEN TET

Caes 58,82 5,88 5,88 0 15,88 5,88 5,88 11,76 23,53 58,82 52,94
Cabras 58,82 O 588 23,53 0 0 5,88 0 17,65 64,71 29,41
Gatos 3333 O 0 0 0 16,67 0 0 16,67 50,00 0

Ovelhas 67,86 0 14,29 50,00 0 14,29 35,71 3,57 17,86 78,57 0

Vacas 78,26 0 0 13,04 0 435 8,70 10,87 6,52 71,74 4,35

Total (%) 67,54 0,88 5,26 21,05 0,88 7,02 14,04 7,02 1842 70,18 14,04
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Tabela 3- Resultados dos testes utilizados para verificar resisténcia a meticilina em
Staphylococccus isolados de animais de companhia e animais de producdo atendidos em

Hospital Veterindrio de Ensino no Brasil

Animais Screentest (%) CROMagar (%) mecA (%)
Caes 35,29 82,35 11,76
Cabras 94,12 29,41 0
Gatos 66,67 83,33 16,67
Ovelhas 82,14 25,00 0
Vacas 84,78 91,30 30,43
Total R (%) 77,19 64,03 14,91
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CONCLUSAO GERAL

Ap6s a avaliagdo de diversos trabalhos observa-se que a resisténcia encontrada nos
Staphyloccoccusspp.tem sido cada vez mais frequente em animais domésticos. Os animais
de companhia apresentam uma alta prevaléncia de cepas produtoras de betalactamases,
porém a ocorréncia do gene mecA ndo é comum nessas espécies, principalmente se os
micro-organismos sdo isolados de animais sadios. J4 os animais de produgdo, bovinos,
caprinos e ovinos apresentam alta prevaléncia cepas produtoras de betalactamases e em
bovinos a presenca do gene mecA nessas espécies tem sido detectada com maior frequéncia
quando comparados com a deteccdo em pequenos animais.

Esses micro-organismos sdo um problema em propriedades e em ambientes
hospitalares em medicina veterinaria e possuem um elevado potencial zoondtico, podendo
infectar humanos. E muito comum a transmissdo de clones de MRSA entre animais e
humanos, o que torna esse patégeno um importante agente etiologico de infec¢des nessas
espécies.

Devido a essas caracteristicas de resisténcia desses micro-organismos e a
capacidade de serem veiculados por contato direto ou através de produtos de origem
animal, se faz necessario a implementacdo de monitoramento dessas cepas multirresistentes
através de métodos de diagndstico fenotipicos e moleculares para auxiliar no controle de

infec¢des por este patd geno.
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ANEXOS
ANEXO 1- NORMA 01/2011 da Coordenac¢dao do Programa de P6s-Graduagdo em
Medicina Veterindria do Centro de Satide e Tecnologia Rural da Universidade Federal de

Campina Grande.

ANEXO 2- Instrugdes para publicacdo na Revista Ciéncia Rural
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

/) CAMPINA GRANDE

8 b
Urpy Omngs LUXEE

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

NORMA N201/2013

Altera a NORMA N¢ 01/11 de 03 de junho
de 2011 e acrescenta novos critérios para a
elaboracdo e defesa de Dissertacao/Tese
do Programa de Pés-Graduacdo em
Medicina Veterinaria do Centro de Saude e
Tecnologia Rural da UFCG.

O Colegiado do Programa de Pés-Graduacdo em Medicina
Veterinaria, no uso de suas atribuicées, de conformidade com a legislagdo em
vigor, e nos termos da Resolucdo N? 13/02 do CONSEPE e do seu Regulamento.

RESOLVE:

Art. 12 Decide modificar a redagcdo do § 12 do art. 2° da norma
01/2009 e estabelece que o aluno deve apresentar, antes da defesa, o
comprovante de submissdo dos trabalhos da Dissertagdo e Tese as revistas
Qualis A1, A2, B1 e B2 da CAPES.

§ 12 - O corpo da Dissertacado sera constituido por capitulos,
pelo menos dois, e poderao ser da seguinte forma:

| - uma revisdo da literatura e um trabalho ja enviado a uma
revista cientifica Qualis citadas no Caput do artigo;

Il - dois trabalhos enviados a revista Qualis citadas no Caput do
artigo.

§ 2° - O corpo da Tese podera ser constituido por:

| - trés trabalhos submetidos a revistas cientificas Qualis citadas no
Caput do artigo;

Il - dois trabalhos submetidos a revistas cientificas Qualis
citadas no Caput do artigo e uma revisao da literatura.
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§ 32 Os demais itens relacionados com a elaboragdo da
Dissertacao/Tese deverao seguir as normas no Anexo 1.

Art. 22 A qualificacdo do doutorado devera ser feita em um prazo
de 30 (trinta) meses apds o ingresso do doutorando no Programa.

Art. 32 A presente Norma entra em vigor a partir da data de sua
publicacao.

Patos, 09 de julho de 2013.

Prof. Dr. Sérgio Santos de Azevedo
Coordenador do PPGMV
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Anexo 1

NORMAS PARA ELABORAGCAO DE DISSERTACAO/TESE

O corpo da Dissertacao/Tese sera constituido por capitulos, como segue:

Ve

- Dissertacao: revisao da literatura (Capitulo 1); um trabalho (Capitulo 2) ja
submetido a uma revista cientifica Qualis A1, A2, B1 ou B2 da CAPES.

e

- Tese: revisdo da literatura (Capitulo 1); dois trabalhos (Capitulos 2 e 3) ja
submetidos a revistas cientificas Qualis A1, A2, B1 ou B2 da CAPES.

Ao invés da revisdo de literatura, o aluno podera apresentar outro artigo
cientifico, na mesma linha de pesquisa. A Dissertagdo constara, dessa
forma, de dois artigos cientificos, e a Tese constard de trés artigos
cientificos, um titulo que abranja os artigos, uma introducdo e conclusées
relacionadas aos dois artigos.

Os capitulos referentes aos artigos cientificos serao redigidos seguindo as
normas da(s) revista(s) para a(s) qual(is) sera(ao) enviado(s).

Caso a revisdo de literatura seja enviada para publicagdo, a mesma
devera ser redigida seguindo as normas da revista.

Em todos os casos, no final da Dissertagdo/Tese devem ser incluidas,
como anexo, as hormas da(s) revista(s) para as quais os trabalhos serao
enviados.

Na versao final nao deve constar o anexo da cépia do trabalho em inglés a
ser publicado na revista.

A Dissertagdo/Tese devera possuir um resumo e um abstract com as
respectivas palavras-chave/key words, contemplando os capitulos.

Para a formagcdo da Dissertacdo/Tese, sera utilizada a folha A4, fonte
Times New Roman, tamanho 12 e espacamento entre linhas 1,5. Os
artigos cientificos devem seguir as normas das revistas para as quais
foram enviados, com excecdo do estilo e tamanho da fonte (Times New
Roman; 12) e espacamento entre linhas (1,5).
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Tanto na apresentacdo quanto nos diferentes capitulos e conclusées, nos
exemplares para a defesa da Dissertacdo/Tese deve ser incluida, a
esquerda da folha, a numeracgéo das linhas, exceto na versao final.

i Vi U i ;
consideradas, para efeito de numeragdo, as paginas anteriores, com
excecao da Capa.
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A Dissertacao/Tese devera ser composta pelas seguintes partes:

-Capa

- Contracapa (com a ficha catalogréafica no verso)
- Ficha de avaliagao

- Dedicatoria/agradecimentos (opcionais)

- Resumo e palavras-chave

- Abstracte key words

- Sumario

- Lista de tabelas e quadros

- Lista de figuras

- Lista de abreviaturas e siglas

- Introdugé@o com referéncias

- Capitulos (dois para Dissertagéo; trés para Tese)
- Conclusoes

- Anexos

Um volume da Dissertacdo/Tese devera ser entregue a coordenacdao 45 dias
antes da defesa para ser encaminhado a um revisor para avaliagdo se 0 mesmo

esta apto a defesa.

Seis exemplares da Dissertacdo e 10 exemplares da Tese devem ser entregues a
coordenacgéo, no minimo 30 dias antes da defesa, juntamente com o formulario de
solicitagdo de banca examinadora e respectivos minicurriculos dos membros, bem
como os comprovantes de submissao dos trabalhos.

Apbés a defesa devera ser entregue na coordenacdo do programa 5 (cinco)
exemplares da Dissertacdo e 7 (sete) exemplares da Tese, com pelo menos 2
(dois) em capa dura, no prazo maximo previsto no regimento (30 dias apds a
defesa). Obrigatoriamente devera constar a ficha catalogréafica.

Entregar uma cépia em CD da Dissertagcao/ Tese em um Unico arquivo pdf e em um Unico arquivo
do Word. Os arquivos deverdo ser idénticos a wversdo impressa. Nao sera aceito a
Dissertacéo/ Tese que esteja fragmentada em vérios arquivos separados.

Patos, 09 de julho de 2013.

Prof. Dr. Sérgio Santos de Azevedo
Coordenador do PPGMV
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Pagina inicial Artigos publicados Assinatura Indexagdo Consultores
Fale conosco Normas Sobre nds Submissdo online Taxas

Normas para publicagao

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa
Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a drea de Ciéncias Agrarias,
gue deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisées e notas devem ser encaminhados via eletrénica e editados em idioma
Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O
trabalho deverd ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pdginaem
espaco duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direitaem 2,5cm, fonte Times New Roman e
tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisido bibliografica e 8 para
nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final
do texto e individualmente por pagina, sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem estar com
apresentagdo paisagem.

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdo de Literatura; Material e
Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo e Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentagdo; Fontes de
Aquisicdo; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das

referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar
parecer de aprovacdo de um comité de éticainstitucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introduc¢do; Desenvolvimento; Conclusao; e
Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢do e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
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http://submission.scielo.br/index.php/cr/index
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http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo3a.pdf

obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovag¢ao de um comité de ética institucional jana
submissao. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo
Humano, Declaracdo Modelo Animal).

5. Anota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com introdu¢do; metodologia;
resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e
Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer
antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacdo de um comité de éticainstitucional ja na submissao.
Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracido Modelo Humano, Declaracdo
Modelo Animal).

6. Ndo serdao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no endereco
eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e portugués (caso o
artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser maiuscula exceto no caso de
nomes préprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser
empregado quando estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e
demais sec¢Ges quando necessarios.

8. As citacbes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maidsculas seguidas do ano de
publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER &
KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formacdo congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas préprias da
revista.

9.1. Citagao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazdnia a bovinos e outros
herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

9.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The thyroid. Baltimore
: Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

9.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed. New York : John
Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia.In: ____ . Técnicas cirtrgicas em animais de grande

porte. S3o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

9.4. Artigo completo:
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O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificagdo DOI (Digital
Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of the stored
product pests Tribolium confusum(Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008. doi:
10.1016/S0022-474X(00)00016- 3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus oryzae (L.), Cryptolestes
ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a diferentes concentragées de terra de
diatomdacea em trigo armazenado a granel. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8§,
p.2103-2108, nov. 2008. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

9.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacao de cultivares do ensaio nacional de girassol, Passo Fundo,
RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-
reitoria de Pds-graduacao e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236.

9.6. Tese, dissertacao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos (Charolés) e
bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese (Especializacdo/ Mestrado/Doutorado
em Zootecnia) - Curso de Pds-graduagao em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

9.7. Boletim:

ROGIK, F.A. Industria dalactose. Sdo Paulo : Departamento de Produc¢do Animal, 1942. 20p. (Boletim
Técnico, 20).

9.8. Informacado verbal:

Identificada no préprio texto logo apds ainformacao, através da expressao entre parénteses. Exemplo:
... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias
Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de
apresentagdo na qual foi emitida a informacao.

9.9. Documentos eletrénicos:
MATERA, J.M. Afecges cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as possibilidades do tratamento
cirurgico. S3o Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALLANIMAL VETERINARY
CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado
em 12 fev. 2007. Online. Disponivel em:



http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture 22/Griffon1.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Acessado em 23 mar.
2000. Online. Disponivel em: http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and conventional doses of
calcitriol or conjugated equine estrogen.Maturitas, (Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido
via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de recuperacao de Ulcerade
cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA
VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias -
UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em
algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominacdo quadro. As figuras devem ser disponibilizadas
individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser
feitos em editor grafico sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensao .tiff. As
tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ndo devem
exceder uma lauda.

11. Os conceitos e afirmacgGes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es).
12. Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo tramitara
enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a
Comissao Editorial outro expediente podera ser utilizado.

13. Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).

14. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacgao.

15. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de uma
justificativa pelo indeferimento.

16. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a Comissao
Editorial.
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