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CARACTERIZAQAO FENOTIPICA, GENOTIPICA E PERFIL DE RESISTENCIA
ANTIBIOTICA de Staphylococcus aureus ISOLADOS EM SUINOS

RESUMO

Staphylococcus aureus tem emergido como um importante patégeno zoondético, cuja
evolucdo para a aquisicdo de diversos mecanismos de viruléncia e resisténcia
antibiética tem sido associada a suinocultura. Este trabalho avaliou a presenca de S.
aureus, em suinos criados em trés granjas, no municipio de Teresina, Piaui, bem como
buscou caracterizar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos e a viruléncia destas
cepas, por meio da producdo de biofilme. Espécimes clinicos, totalizando 164
amostras, foram obtidos de 82 suinos, para o isolamento de Staphylococcus spp. A
identificacdo preliminar da espécie S. aureus foi realizada por meio de provas
bioguimicas sendo confirmada pela presenca dos genes 16S rNA e nuc, utilizando a
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O perfil de susceptibilidade
antibiotica e a resisténcia a meticilina foram, respectivamente, avaliados por meio da
técnica de difusdo em disco e triagem em &gar, contendo meticilina. A producéo de
biofilme foi evidenciada pelas técnicas de agar Vermelho Congo e Aderéncia em
Microplaca. Foram testadas 551 col6nias sugestivas de Staphylococcus spp e destas
29 (5,3%) foram confirmadas como S. aureus, sendo estas isoladas de 17 (20,7%)
animais. Todas as estirpes apresentavam multirresisténcia, contudo, nenhuma possuia
0 gene mecA. A grande maioria apresentou fenotipo de fraca producéo de biofilme, e
0s genes icaAD s6 foram detectados em cinco estirpes. Identificamos a presenca de S.
sciuri associado a uma das estirpes de S. aureus, formando populacdes mistas, e que
foram isoladas de uma Unica coldnia. Para o nosso conhecimento este fato inusitado,
nao foi ainda descrito, sendo significativo principalmente devido a presenca do gene
mecA na estirpe de S. sciuri que apresentou, ainda, elevada resisténcia a outras
classes de antibioticos. Esta associacdo pode comprometer o sucesso da terapia de
infeccbes causadas por S. aureus ou S. sciuri, nos suinos, sendo também importante
pela possibilidade de transferéncia do gene mecA entre essas espécies, favorecendo a
evolucdo dos S. aureus e, ainda, contribuir para ocasionar erros de identificacéo destes
micro-organismos.

Palavras-chave: biofilme, mecA, MRSA, multirresisténcia, suinocultura
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PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION AND PROFILE OF
ANTIBIOTIC RESISTANCE OF Staphylococcus aureus ISOLATED IN PIGS

ABSTRACT

Staphylococcus aureus has emerged as an important zoonotic pathogen, whose
evolution for the acquisition of various mechanisms of virulence and antibiotic
resistance has been associated with swine farming. This work evaluated the presence
of S. aureus, in pigs created on three farms, in the city of Teresina, Piaui, as well as to
characterize the profile of antimicrobial resistance and virulence of strains through
biofilm production. Clinical specimens, totaling 164 samples, were obtained from 82
pigs for the isolation of Staphylococcus spp. The preliminary identification of the S.
aureus species was performed by means of biochemical tests and confirmed by the
presence of the 16S rNA and nuc genes, using the polymerase chain reaction (PCR).
The antibiotic susceptibility profile and methicillin resistance were, respectively,
evaluated by means of the agar diffusion and methicillin-containing agar. The biofilm
production was evidenced by Congo Red Agar and Microplate Adhesion techniques. A
total of 551 colonies suggestive of Staphylococcus spp were tested, and of these 29
(5.3%) were confirmed as S. aureus, being isolated from 17 (20.7%) animals. All strains
showed multiresistance, however, none possessed the mecA gene. The majority
presented poor biofilm production phenotype, and icaAD genes were only detected in
five strains. We identified the presence of S. sciuri associated to one of the strains of S.
aureus, forming mixed populations, and that were isolated from a single colony. To our
knowledge this unusual fact has not been described yet, being significant mainly due to
the presence of the mecA gene in the strain of S. sciuri that still presented high
resistance to other classes of antibiotics. This association may compromise the success
of therapy for infections caused by S. aureus or S. sciuri in pigs, and is also important
for the possibility of transfer of the mecA gene between these species, favoring the
evolution of S. aureus and also contributing to errors of identification of these micro-
organisms.

Keywords: biofilm, mecA, MRSA, multiresistance, swine farming



1. INTRODUCAO

O aumento da frequéncia de bactérias patogénicas resistentes aos
antimicrobianos tem coexistido desde o inicio da utilizacdo desta classe terapéutica, e
vem se tornando uma ameaca significativa para a satde publica nos ultimos anos, uma
vez que ha menos agentes eficazes disponiveis para combater as infec¢cdes causadas
por estes micro-organismos. E aceito que o principal fator de risco para esse fendmeno
€ 0 uso de forma crescente e inadequada destes farmacos. Entretanto, outros fatores
podem estar relacionados a este problema ja declarado pela Organizacdo Mundial de
Saude como um dos principais desafios da humanidade a serem enfrentados no século
XXI.

Antimicrobianos sdo utilizados na prevencdo ou tratamento de infeccbes
bacterianas na medicina humana e veterinaria, e ainda como promotores de
crescimento adicionados as racdes de animais de producdo. Estas aplicacbes estdo
sendo apontadas como responsaveis pelo surgimento e manutencdo de bactérias
multirresistentes.

Dentre as espécies de animais domésticos de producdo, os suinos tém sido
apontados como 0 mais importante exemplo da utilizacdo de promotores para
crescimento e aumento de eficacia alimentar. Esta observacédo se deve a suinocultura
ocupar, na atualidade, uma das atividades agropecuérias mais difundidas e exploradas
no mundo, aliada as mudancas nos métodos de producdo, ocasionadas pela presséo
do mercado consumidor. Assim, para aumentar a demanda produtiva, evitar e controlar
0 surgimento de problemas infecciosos, neste rebanho, o emprego de antimicrobianos
se configura como uma ferramenta essencial, seja favorecendo o desenvolvimento dos
suinos, ou diminuido as perdas econémicas decorrentes das enfermidades infecciosas.

Diante desse cenéario, bactérias pertencentes ao género Staphylococcus tém
um importante papel na suinocultura. Este destaque ndo se deve apenas por sua
capacidade para colonizar pele e mucosas, bem como outros sitios anatbmicos como
trato intestinal e respiratorio destes animais, ou por sua ubiquidade que os faz presente
em toda a granja, em animais de todas as idades, mas também por sua elevada
habilidade para adquirir diversos mecanismos de viruléncia e resisténcia a antibiéticos.
Em relacdo a este dltimo atributo, tem surgido, na suinocultura, estirpes de diferentes

espécies de Staphylococcus sp cujo perfil de resisténcia antibigtica é semelhante as
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descritas em ambientes hospitalares. Estas estdo a ultrapassar barreiras ecologicas,
causando colonizagéo e/ou infeccBes em diferentes espécies animais de producdo ou
silvestres e em humanos.

A transmissibilidade de S. aureus entre animais e humanos pode envolver
nesta cadeia ecoldgica desde o pessoal que entra em contato com estes animais, por
meio do manejo e abate (pecuarista, veterinario, tratador, manipuladores de alimentos,
dentre outros), além da carne e demais produtos até o consumidor final, pois linhagens
resistentes aos antibiéticos podem ser transferidas para humanos pelo consumo de
produtos de origem animal contaminados. Estas podem coloniza-los e transferir
também mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos a outros micro-organismos.

Devido a semelhanca entre os antibioticos empregados na terapéutica humana
com os utilizados nos animais, torna-se evidente a correlacdo entre a problematica da
resisténcia bacteriana na pecudria com a salde humana. Assim, entendendo a
importancia da cadeia produtiva da suinocultura e que a sanidade animal deve ser vista
nao apenas em relacdo as enfermidades que podem acometer 0s suinos, ao bem estar
animal, mas também a saude publica, objetivou-se com o presente trabalho, isolar
Staphylococcus aureus em suinos, caracterizar as cepas pelo perfil de resisténcia

antibiotica, e identificar os fatores de viruléncia.
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2. CAPITULO | (ARTIGO DE REVISAO):

Artigo em processo de submissao para o periodico: Archives of Veterinary Science

Staphylococcus sp, SUINOCULTURA E A RESISTENCIA ANTIBIOTICA:
IMPORTANCIA DESSA RELACAO PARA A SAUDE PUBLICA - REVISAO

(Staphylococcus sp, swine farming and antibiotic resistance: Importance of this

relationship for public health - Review)

Marcio Leonardo de Morais Nobre; Leidiane Sousa Santos; Felipe Araujo de

Alcantara Oliveira; Maria José dos Santos Soares, Maria Christina Sanches Muratori

RESUMO: A utilizacdo de antibiéticos como promotores de crescimento, na
suinocultura, tem contribuido para elevar o uso inadequado destes medicamentos,
favorecendo o surgimento e o aumento da resisténcia antibidtica, seja entre as
bactérias envolvidas nas infec¢cdes que acometem esses animais e até mesmo da
prépria microbiota desta espécie. Esta conduta também afeta a disseminacéo destes
micro-organismos pela cadeia produtiva deste rebanho, podendo, ainda, prejudicar a
saude dos que consomem esta carne e seus subprodutos. Dentre as bactérias de
interesse para a saude publica elevado destaque tem sido dado aos Staphylococcus
aureus, que tem emergido como um importante patdgeno zoonotico, cuja evolugao
para a aquisi¢cdo de diversos mecanismos de viruléncia e resisténcia antibidtica tem
sido associada a suinocultura. Assim, o objetivo deste trabalho foi apresentar os
principais aspectos referentes a relagdo entre a suinocultura e a evolugdo da
resisténcia antibidtica dos Staphylococcus sp, com especial destaque para a
aguisicdo do gene mecA por esses micro-organismos, bem como seu papel para a
saude publica, uma vez que a vigilancia para a deteccdo de cepas multirresistentes

dentre as espécies deste género microbiano ultrapassou barreiras ecoldgicas e
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agora devera envolver também os animais de producdo, bem como os alimentos
destinados ao consumo das populacoes.

Palavras-chave: mecA; microbiota; MRSA: multirresisténcia; suinocultura

ABSTRACT: The use of antibiotics as growth promoters in swine farming has
contributed to increase the inadequate use of these drugs, favoring the emergence
and increase of antibiotic resistance, be it between the bacteria involved in the
infections that affect these animals and even the microbiota itself species. This
behavior also affects the dissemination of these microorganisms through the chain of
production of this herd, and may also harm the health of those who consume this
meat and its by-products. Among the bacteria of interest for public health, high
stands have been given to Staphylococcus aureus, which has emerged as an
important zoonotic pathogen, whose evolution for the acquisition of several
mechanisms of virulence and antibiotic resistance has been associated with swine
farming. Thus, the objective of this work was to present the main aspects related to
the relationship between swine culture and the evolution of antibiotic resistance of
Staphylococcus sp, with special emphasis on the acquisition of the mecA gene by
these microorganisms, as well as its role for public health, since monitoring for the
detection of multiresistant strains among the species of this microbial species has
overcome ecological barriers and now must also involve the animals of production as
well as the food destined for the consumption of the populations.

Keywords: mecA; microbiota; MRSA; multiresistance; swine farming
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INTRODUCAO

Micro-organismos multirresistentes aos antibidticos sdo conhecidos desde a
década de 1960 e representam sério problema a saude publica. Dentre estes, 0
Staphylococcus aureus tem se destacado, pela capacidade de adquirir diversos
mecanismos de resisténcia a estes farmacos, que torna esta bactéria um importante
patdgeno para humanos e animais (Arias e Carilho, 2012; Peton e Le Loir, 2014).

A implantacdo da antibioticoterapia, no inicio dos anos de 1930, com o
emprego da sulfanilamida, aparentemente ditava o fim das doencas infecciosas. No
entanto, no final daquela década surgiram as primeiras cepas de S. aureus
resistentes aquele quimioterapico. Desde entdo, este micro-organismo tem
sobrevivido pela adaptacdo de cepas resistentes, a cada novo antibiotico que tem
surgido e utilizado para terapia das infec¢cdes causadas por esta bactéria (Santos et
al., 2007; Adaleti et al., 2010; Velazquez-Guadarrama et al., 2010; Rincon et al.,
2014).

O mais importante mecanismo de resisténcia dos Staphylococcus sp. foi a
aquisicdo do determinante genético mec, que confere resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos semi sintéticos, representados pela meticilina,
oxacilina, cloxacilina, nafcilina (Hiramatsu et al., 2013; Rasigade e Vandenesch,
2014). Assim, as cepas desta espécie que albergam o determinante mec sé&o
denominadas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA — Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus).

As cepas MRSA surgiram na década de 60, a principio, nos hospitais e estas
foram se disseminando neste ambiente em todo o mundo (Barber, 1961; Kayser e
Mak, 1972; Chambers, 1988; Mejia et al., 2010; Klein et al., 2013). Entretanto, este

micro-organismo ultrapassou barreiras e além dos hospitais tem sido descrito em


http://www.cdc.gov/mrsa/
http://www.cdc.gov/mrsa/
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infeccbes ou colonizacdo de humanos, na comunidade e em animais (Figueiredo e
Ferreira, 2014; Evangelista e Oliveira; 2015).

Além dos S. aureus outras espécies do género Staphylococcus, em especial as
nao produtoras da enzima coagulase, os Staphylococcus coagulase negativos
(SCN), também conhecidos como Staphylococcus ndo aureus (SNA), tem
despertado o interesse da saude publica, por sua participacdo em diferentes
infeccbes humanas e animais, mas, sobretudo pela elevada capacidade para
aguisicao e transmissao de varios determinantes de resisténcia antibiotica, incluindo
0 mec. Assim, os SNA que eram considerados apenas “contaminantes” isolados de
processos infecciosos, passaram a ocupar um papel de extrema importancia na
epidemiologia das infeccBes em que estdo envolvidos, ainda mais quando também
possuem o determinante mec, possibilitando o surgimento dos Staphylococcus
resistentes a meticilina ndo aureus (Methicillin — resistant non aureus Staphylococci;
MRNAS; Tulinski et al., 2012; Vanderhaeghen et al., 2012; Becker et al., 2014).

A incidéncia de animais domésticos portadores e/ou infectados com MRSA ou
MRNAS tem sido descrita com frequéncia em varios paises e acometendo diversas
espécies. Como consequéncia da colonizacéo e/ou infeccao por estas bactérias, em
animais de producao, destaca-se a dificuldade na terapéutica das infec¢des, desde
gue comumente além dos beta-lactamicos, a grande maioria das estirpes MRSA e
MRNAS possui outros determinantes de resisténcia tais como: aos
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, fluoroquinolénicos entre outros (Rincon
et al., 2014; Becker et al., 2014).

Outro importante aspecto dos MRSA e MRNAS em animais é a possibilidade
de contaminacédo dos produtos carneos destinados ao consumo. Estudos recentes

relatam o isolamento de linhagens destes micro-organismos em alimentos de origem
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animal, incluindo carne suina, gado bovino, frango, entre outros, além de queijo
bovino, leite e outros produtos derivados (Huber et al., 2011; Scabin et al., 2012;
Cerqueira e Almeida, 2013; Mello et al., 2014; Martins et al., 2015). Os MRSA e os
MRNAS de origem animal ainda se destacam como causa de infeccbes em
individuos que trabalham com as espécies animais que se encontram infectadas ou
colonizadas por essas cepas (Masson et al., 2012; Schmidt et al., 2015).

Dentre as espécies de animais domeésticos, 0s suinos tém sido apontados
como importantes reservatérios de cepas MRSA e MRNAS, despertando pesquisas
gue buscam melhor compreender a epidemiologia da transmissédo e evolucdo da
resisténcia antibidtica destes micro-organismos entre humanos e animais (Tulinski et
al.,, 2012; Souza et al.,, 2012; Smith et al., 2013; Verkade e Kluytmans, 2014;
Normanno et al., 2015; Butaye et al., 2016).

Nesta revisdo sdo apresentados o0s principais aspectos referentes aos
mecanismos de resisténcia dos Staphylococcus sp. bem como sua relagdo com
animais de producdo, com énfase em suinos, e sua possivel cadeia de

transmissibilidade entre animais e humanos.

DESENVOLVIMENTO

Suinocultura e o uso de antibioticos

A produgdo de suinos vem, progressivamente, evoluindo de sistemas
extensivos para formas mais intensivas de criacdo, cujo objetivo essencial € o
aumento da produtividade, desencadeada pelo elevado consumo mundial desta
fonte de proteina animal, que perde apenas para o leite (Gervasio, 2013; USDA,
2015). Entretanto, tal sistema ao confinar os animais acaba por aumentar o contato

entre estes, o que contribui para favorecer a ocorréncia e disseminacao das doencas
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infecciosas, neste rebanho, bem como eleva o nivel de estresse dos animais, tendo
reflexo negativo sobre os mecanismos de defesa do sistema imune (Barcellos et al.,
2009).

Para superar esta desfavoravel situacdo, tem se empregado estratégias que
envolvem programas de medicacdo e normas rigidas de limpeza, desinfeccdo e
vazio sanitario entre os lotes, e dentre os esquemas adotados para manter a
sanidade desses animais, as infeccdes bacterianas, esta a utilizacdo de antibioticos.
Os antimicrobianos na suinocultura tornaram-se, portanto, essenciais ao sistema de
producao intensiva, chegando a alcancar 60,0 a 80,0% do total de antimicrobianos
consumidos pelo Reino Unido, por alguns paises da Unido Europeia e Estados
Unidos (Barcellos et al., 2009; Santos et al., 2009; Aguilar et al.,2015).

Na maioria dos mercados produtores de suinos, o que se constata € que 0s
antimicrobianos ndo estdo sendo apenas utilizados na terapéutica das infeccbes
nestes animais, mas, muitas vezes, durante toda a cadeia do desenvolvimento do
animal até o abate, primariamente para a promoc¢do do crescimento e profilaxia de
infeccbes (Nisha, 2008; Regula et al., 2009; Marshall e Levy, 2011; Bartlett et al.,
2013; Darwish et al., 2013; Van Boeckel et al., 2015). Tal conduta tem contribuido
para elevar a utilizacdo inadequada destes medicamentos, favorecendo o
surgimento e o aumento da resisténcia antibidtica entre 0s micro-organismos
envolvidos nas infeccdes que acometem esses animais e até mesmo da propria
microbiota desta espécie (Turner, 2011; FDA, 2014; Ferreira, 2014).

A ma utilizagcdo destes farmacos tem consequéncias também sobre o meio
ambiente, desde que cerca de 90,0% dos antimicrobianos administrados aos
animais sédo excretados pela urina e fezes, e a dispersdo destes produtos no

ambiente podem comprometer outros ecossistemas (Regitano e Leal, 2010).
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Outro importante efeito do abuso e emprego inadequado dos antimicrobianos
na suinocultura relaciona-se a saude dos que consomem esta carne e seus
subprodutos. Esta consequéncia pode se apresentar sob duas formas: a) a possivel
presenca de residuos de antibidticos que pode desencadear reacdes alérgicas ou
outros males, culminando inclusive com o 6bito; b) presenca de bactérias resistentes
na cadeia de alimentos (Nisha, 2008; Regitano e Leal, 2010; Seri, 2013; Darwish et
al., 2013; Rakotoharinome et al., 2014).

Os principais antibioticos utilizados na préatica veterinaria, em animais de
producdo, incluindo os suinos sdo: tetraciclina, penicilinas, fluoroguinolénicos,
estreptomicinas, eritromicina, nistatina, tilosina, virginiamicina, sulfonamidas, entre
outros, sendo que muitos destes sdo também utilizados na terapéutica humana.
Deste modo, a presenca de bactérias multirresistentes pode comprometer a eficacia
da terapéutica infecciosa seja para humanos ou animais, podendo conduzir ao
término da era pds-antibiotica (Regula et al., 2009; Turner, 2011; FDA, 2014).

Pela cadeia produtiva da suinocultura ha relatos da transmissdo de bactérias
resistentes e entre estas as que se destacam pela morbidade e multirresisténcia
despontam os Staphylococcus aureus, 0s Enterococcus sp, a E. coli e as Salmonella
sp , importantes agentes de infeccbes para os humanos e animais (Oliveira et al.,
2011; Seri, 2013; Rakotoharinome et al., 2014; Hammerum et al., 2014; Sfaciotte et

al., 2015).

Staphylococcus spp.
O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, sendo
descrito como cocos Gram-positivos, iméveis, com 0,5 a 1,5 ym de didmetro,

produtores da enzima catalase, que tendem a formar agrupamentos semelhantes a
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cachos de uva. Propriedades bioquimicas tais como: oxidacdo e fermentacdo de
glicose e manitol, resisténcia a bacitracina (0,04 Unidades), sensibilidade a
lisostafina e a furazolidona permitem a diferenciacdo deste género dos micro-
organismos pertencentes ao género Micrococcus (Winn et al., 2008; Schleifer e Bell,
2009).

Esta bactéria encontra-se amplamente distribuida na natureza sendo
predominantemente isolada na pele, glandulas da pele e mucosas de mamiferos e
aves, também em outros sitios anatdbmicos como boca, sangue, glandulas
mamarias, trato intestinal, geniturinario e respiratorio (Santos et al., 2007; Winn et
al., 2008; Schleifer e Bell, 2009).

O género Staphylococcus é composto por 52 espécies e 28 subespécies, que
podem ser divididos em dois grupos baseados na capacidade da producdo ou néo
de uma enzima denominada de coagulase (Schleifer e Bell, 2009; LPSN, 2016). Esta
enzima possui a propriedade de coagular, embora em graus variados, diversos tipos
de plasmas sanguineos, mesmo na presenca de anticoagulantes, entre eles o
humano e o de coelho. Assim, estirpes estafilococicas produtoras da enzima
coagulase sdo denominadas de Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e as néo
produtoras de Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (Winn et al.,, 2008;
Hennekinne et al., 2010).

Dentre as espécies produtoras da enzima coagulase, Staphylococcus aureus €
a mais importante e prevalente em diversas infeccdes humanas e animais, cuja
multiplicidade de enfermidades que pode causar vao desde simples infeccdes
superficiais de pele a profundas e sérias infec¢des invasivas, tais como pneumonia,
meningites, septicemia e endocardites em humanos, bem como dermatites, otites

externas, infeccdes urinarias e mastites em animais (Radostits et al., 2002; Silva et
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al., 2007; Kraus e Peschel, 2008; Bartlett e Hulten, 2010). Este amplo espectro de
infeccbes esta relacionado a diversidade de fatores de viruléncia que este micro-
organismo pode produzir, representados por diversas proteinas de ligacao celular,
enzimas, toxinas e mecanismos de escape a resposta imune dos hospedeiros
(Santos et al., 2007; Winn et al., 2008; Hidron et al., 2008; Bartlett e Hulten, 2010;
Mimica, 2012).

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescer em diferentes condi¢cdes
ambientais fazem com que os S. aureus possam, ainda, se desenvolver com
facilidade em varios alimentos. Produtos carneos e laticinios configuram satisfatorias
base alimentares que propiciam o crescimento deste micro-organismo tornando-o a
principal causa, em todo o mundo, da intoxicacdo alimentar estafilococica (IAE),
devido a capacidade de algumas cepas para produzir as enterotoxinas
estafilococicas (EE) (Santana, et al., 2010).

Além da IAE, a presenca de S. aureus, em alimentos os distinguem dos demais
Staphylococcus spp, pois sua ocorréncia pode indicar, em alimentos processados,
deficiéncias de processamento ou condi¢des higiénicas inadequadas do processo,
além do risco da disseminacdo de cepas resistentes pela cadeia de alimentos

(Hennekinne et al., 2010; Diedrich et al., 2013).

Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em Staphylococcus sp

A finalidade da administracdo de antibidticos é de suprimir ou impedir o
crescimento de um agente infeccioso sem causar danos ao hospedeiro. Estes
farmacos podem agir por meio de diferentes mecanismos de acao tais como: a)
interferéncia na sintese da parede celular do micro-organismo, comprometendo 0s

peptideoglicanos estruturais, exercendo este efeito as penicilinas, cefalosporinas,
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glicopeptideos e polipeptideos, b) inviabilizando a sintese de proteinas bacterianas,
desempenhado pelos aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, entre outros e c)
inibindo a sintese de acidos nucléicos, cumprindo este papel ha o metronidazol, as
quinolonas, a rifampicina, as sulfonamidas e a trimetoprima (Nicolini et al., 2008;
Reygaert, 2013; Munita e Arias, 2016).

Para superar a acado destes diferentes farmacos os micro-organismos podem
expressar diversos mecanismos de resisténcia decorrentes de alteracdes genéticas,
ocasionadas por mutacdes,que podem ocorrer durante o processo de replicacdo das
bactérias, bem como aqueles relacionados as transferéncias de DNA, por meio de
conjugacao, transducéo ou transformacao, sendo estas consagradas como as forcas
propulsoras da resisténcia entre as bactérias (Munita e Arias, 2016).

A resisténcia adquirida aos antibidticos pelos micro-organismos pode ser
demonstrada por meio de diferentes mecanismos tais como: producdo de enzimas
inativadoras das drogas, alterac6es da permeabilidade da membrana, efluxo ativo de
antibiotico e modificacdes do sitio de ligacdo deste farmaco (Reygaert, 2013; Blair et
al.,, 2015; Munita e Arias, 2016). Utllizando um destes mecanismos, ou uma
combinacéo deles, as cepas bacterianas vém sobrepujando até os antibiéticos mais
promissores, independente da classe quimica as quais pertencam (Reygaert, 2013).

A aquisicdo sucessiva de mecanismos de resisténcia por S. aureus a maioria
das classes de agentes antimicrobianos tem tornado o tratamento empirico e o
controle de infec¢des estafilococicas altamente desafiador (Marques et al., 2008;
Ratti e Sousa, 2009).

Os antibidticos betalactamicos sao antimicrobianos bactericidas, representados
pelo grupos das penicilinas, cefalosporinas, penicilinas associadas com inibidores

das betalactamases e penicilinas semi-sintéticas (Plata et al., 2009). Estes se ligam
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as proteinas presentes na membrana celular bacteriana conhecidas como Proteinas
Ligadoras de Penicilina (PLP) ou PBPs (Penicillin-Binding-Protein) e que possuem
funcdes enzimaticas envolvidas com o estabelecimento das ligacbes cruzadas
(cross-link) entre as moléculas de peptideoglicano, resultando na sintese da parede
bacteriana. Assim, estes farmacos agem impedindo essa ligacdo e ativando a acao
das autolisinas, 0 que provoca a lise da parede celular e consequente morte
bacteriana (Plata et al., 2009; Ratti e Sousa, 2009).

A resisténcia a penicilina G, pelas cepas de S. aureus, surgiu por volta dos
anos de 1944, devido a producdo de penicilinases ou betalactamases, que ao
hidrolisar o0 anel betalactamico deste farmaco torna-a inativa (Cohen, 1986). No final
da década de 1950, a proporcao de cepas de S. aureus resistentes a este farmaco,
isoladas no ambiente hospitalar, alcancava a taxa de 80,0 % (Lyon e Skurray, 1987).

Numa tentativa de reverter este problema, foram produzidas as penicilinas
resistentes as betalactamases, surgindo em 1960 um novo grupo de betalactamicos
semissintéticos que inclui, entre outras drogas, a oxacilina e a meticilina (French,
2010). Entretanto, um ano apés a introducdo desses farmacos, surgiram as
primeiras cepas de S. aureus resistentes a meticilina, denominadas de Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (Jevons, 1961; Coelho et al., 2007).

A resisténcia a oxacilina é determinada por um grande elemento genético
movel denominado cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec;
Staphylococcal cassette chromosome mec), que carreia 0 gene mecA, responsavel
pela resisténcia a estes betalactamicos (Hiramatsu et al., 2013).

Este fendtipo de resisténcia em Staphylocococcus sp ocorre devido a

codificacdo de uma nova proteina alvo, denominada PBP2a ou PBP2 que é

reconhecida por apresentar baixa afinidade para a maioria das penicilinas e
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cefalosporinas (Hartman e Tomasz, 1984; Ubukata et al., 1985; Gelatti et al., 2009).
Tal mecanismo de resisténcia compromete a utilizacdo de diversos betalactamicos
na terapéutica das infeccbes, executando-se as novas cefalosporinas de quinta
geracdo ceftobiprole e ceftarolina (Chambers e Deleo, 2009; Gelatti et al., 2009;
Plata et al., 2009; Hodille et al., 2017).

A aquisicdo e a insercdo do SSCmec no cromossomo de cepas de
Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (Methicillin Sensitive Staphylococcus
aureus; MSSA) é o evento chave para a emergéncia dos MRSA. O SSCmec € um
elemento genético moével altamente diverso na sua organizacdo estrutural e
conteudo genético sendo classificado tomando como critérios a caracterizacao de
trés regides: a) complexo mec, que carreia 0 gene mecA e que pode também conter
0s genes regulatérios mecl e mecR1, envolvidos com a expressao do gene mecA; b)
0 complexo ccr que pode carrear 0os genes ccrAB ou ccrC, que codificam para as
enzimas recombinases que controlam a integracdo e a excisdo no genoma que ira
hospedar o SSCmec, sendo, portanto, responsaveis pela mobilidade do
determinante mec; c) regides J (J1, J2 e J3) as quais constituem componentes nao
essenciais ao SSCmec mas, em alguns casos, estas regidbes tem carreado
adicionais determinantes de resisténcia antibiética. O SSCmec encontra-se
integrado em um sitio especifico (attBscc), localizado préximo a origem de
replicacédo dos S. aureus (Turlej et al., 2011; Hiramatsu et al., 2013; El-Hamid, 2016).

A diversidade estrutural do SSCmec tem sido observada em estirpes de MRSA,
bem como em outras espécies estafilocicas que albergam em seus genomas este
elemento genético, totalizando, até o momento, mais de 80 SSCmec, e que se

encontram disseminados em muitas regides do globo terrestre (Vanderhaeghen et

al., 2012; El-Hamid, 2016). Para as estirpes de MRSA, tais variacbes tem sido
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utilizadas na classificacdo do determinante mec em tipos e subtipos, sendo
descritos, até o presente, 11 tipos (Turlej et al., 2011; Hiramatsu et al., 2013; El-
Hamid, 2016). Alguns tipos de SSCmec (I - V) tem distribuicdo mundial, enquanto
outros parecem estar restritos a uma estirpe de ocorréncia no local de origem desta
(El-Hamid, 2016).

Os SSCmec tipos |,1l e lll s&o comumente encontrados em estirpes de MRSA
associadas as infeccdes hospitalares, os HA-MRSA (Hospital- Associated Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus). Estes apresentam o determinante mec
relativamente grande em tamanho (34,3 a 66,9 Kb) e carreiam mdultiplos marcadores
de resisténcia antibidtica. MRSA contendo SSCmec tipos IV e V sdo caracteristicos
de estirpes que emergiram na comunidade, os CA-MRSA (Community-Associated
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus), que diferentemente dos HA-MRSA,
possuem o determinante mec de menor tamanho (20,9 a 28 Kb) e comumente nao
possuem genes que codificam resisténcia a outros antimicrobianos ndo beta-
lactamicos, o que torna este MRSA de forma geral, susceptivel a maioria dos
antimicrobianos pertencentes a outras classes (Deurenberg et al., 2007).

O primeiro relato da presenca de estirpes de MRSA causando infec¢cdes em
animais foi descrito por Devriese e colaboradores em 1972, a partir de casos de
mastite bovina, na Bélgica. Desde entéo relatos esporadicos ou até mesmo surtos
envolvendo diversos animais de producdo e companhia tais como: cavalos, aves,
suinos, caes, gatos, tem sido descritos em todo mundo (Cuny et al., 2010; Price et
al., 2012; Fitzgerald, 2012).

Estirpes de MRSA oriundas de animais que possuem disseminacdo para
humanos sdo denominadas de LA-MRSA (Livestock-associated S. aureus) e desde

2005 passaram a despertar grande preocupacdo para a saude publica, e em
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especial para uma cepa de MRSA, denominada de LA-MRSA ST398 (Fitzgerald,
2012; Peton e Le Loir, 2014; Peeters et al.; 2015). Este clone de MRSA, que surgiu
em suinos, tem sido descrito em diferentes paises colonizando ou causando
diversas infeccbes em humanos, animais de producéo entre bovinos, aves, equinos,
animais de companhia, caes, gatos, e espécies silvestres, demonstrando, portanto,
seu elevado potencial de disseminacéo (Van Cleef et al., 2011; Fluit, 2012; Peeters
et al.; 2015; Smith, 2015; Butaye et al., 2016; CFSPH, 2016; Lima et al., 2017).

Em 2011, Garcia-Alvarez e colaboradores descreveram uma estirpe de S.
aureus que apresentava fenétipo de resisténcia a meticilina, contudo a presenca do
gene mecA néo era confirmada em diversas reacdes de amplificacdo deste gene,
utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), jA consagradas na
literatura, para cepas de MRSA de diversas origens, bem como por meio de testes
de aglutinacdo para a PBP2a. Apds andlise minuciosa, estes autores demonstraram
diferencas nas sequencias nucleotidicas do gene mecA nas estirpes por eles
estudadas e caracterizaram um novo gene mecA homélogo ao j& amplamente
conhecido e que foi denominado por eles de mecA cazs1 € que posteriormente
recebeu a designacao de mecC. A diversidade observada no determinante SSCmec
desta bactéria permitiu classifica-la como SSCmec tipo XI (IWG-SCC, 2012).

Nesse estudo, Garcia-Alvarez e colaboradores (2011) demonstraram o desafio
e a importancia na identificacdo de cepas de MRSA que albergam o gene mecC,
desde que estas podem, dependendo das técnicas utilizadas em sua identificacao,
ser erroneamente classificadas como sensiveis ou bordelaine, e podem se
apresentar resistentes a cefoxitina, mas sensiveis a oxacilina, causando verdadeira
confusdo (Paterson et al., 2014). Semelhante ao elevado potencial de disseminacao

de cepas MRSA, as estirpes que albergam o gene mecC também tem sido descritas
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a partir de humanos, animais de producéao, silvestres, bem como a partir de aguas
residuais e estacdo de tratamento de esgoto (Petersen et al., 2012; Porrero et al.,
2014).

Outra particularidade € que o SSCmec encontra-se amplamente distribuido
também entre Staphylococcus resistentes a meticilina ndo aureus (Methicillin —
resistant non aureus Staphylococci; MRNAS), sendo descritos nestes micro-
organismos todos 0s onze tipos, até o momento, conhecidos, bem como diversos
outros subtipos e tipos ainda ndo caracterizados. Relatos, ainda, ressaltam que
estas bactérias podem albergar diferentes homélogos do gene mecA e mecC
(Becker et al., 2014).

Em humanos, as estirpes MRNAS isoladas de casos clinicos pertencem,
comumente, as espécies Staphylococcus. epidermidis e Staphylococcus
haemolyticus, contudo, para fontes derivadas de animais e/ou alimentos a
diversidade de espécies relatadas é bem maior (Gelatti et al., 2009; Vanderhaeghen
et al., 2012; Agostinis et al., 2012; Hiramatsu et al., 2013; Becker et al., 2014).

Estas propriedades dos MRNAS, aliadas aos diversos mecanismos de
resisténcia que estes micro-organismos comumente possuem, tem elevado a
importancia epidemioldgica destas bactérias, desde que esta sendo atribuido a estes
o papel de reservatorios de genes de resisténcia, que estdo sendo compartilhados
tanto entre as diferentes espécies de Staphylocccus sp e principalmente com as

estirpes de S. aureus (Becker et al., 2014; Butaye et al., 2016).

Staphylococcus sp na suinocultura
A ubiguidade dos micro-organismos do género Staphylococcus spp. os faz

presentes em todas as granjas e em animais de todas as idades. As principais
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espécies isoladas de suinos sédo S. aureus, Staphylococcus hyicus, S. epidermidis,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri e
Staphylococcus xylosus (Zimmerman et al., 2012). S. aureus pode causar nos
suinos diversas enfermidades tais como: abscessos, artrites, enterites, mastites,
metrites, septicemia neonatal, vaginites, osteomielites e endocardites enquanto que
S. hyicus é responsavel por uma das mais graves e fatais enfermidades que afeta
estes animais, a epidermite exsudativa (Gyles et al., 2010; Frana et al., 2013).
Staphylococcus sp no ambiente da suinocultura podem ser isolados de
diversos locais, equipamentos e utensilios imprescindiveis ao processo de abate. A
avaliacdo em diferentes pontos e etapas deste processo comprovou a presenca
deste micro-organismo e de enterobactérias, inclusive nas fases de escaldagem,
chamuscamento e refrigeracdo, que, segundo Van Cleef et al. (2010), tendem a

aumentar ao longo do dia e se disseminar a outros pontos.

Outra importante fonte de infeccdo sdo os proprios animais. Analises
microbioldgicas, realizadas a partir suabes nasais, tonsilas e carcagcas de suinos
aparentemente higidos, em processo de abate ou ndo, revelaram a presenca de
membros do género entre estes S. aureus, S. hyicus e S. pseudointermedius
(Tenhagen et al., 2009; O’sullivan et al., 2011). Portanto, na producdo de carne, 0s
proprios animais, trabalhadores, ambiente, equipamentos e utensilios utilizados
podem ser fontes de contaminagcdo, demonstrando a importancia e o risco que a
carne suina pode representar a saude publica quando processada sem os cuidados
minimos necessarios para garantir sua inocuidade (Masson et al., 2012; CFSPH,

2016).

Além deste fato, os suinos tém sido incriminados como o0 mais importante

reservatorio e ambiente para a evolucdo de resisténcia antimicrobiana para estirpes
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de S. aureus (Butaye et al.,, 2016; CFSPH, 2016). Estudo realizado por Price e
colaboradores (2012) evidenciaram que LA-MRSA ST 398, evoluiu a partir de um
clone de MSSA humano, que ao colonizar os suinos adquiriram o SSCmec e cuja
origem desse determinante genético e sua transmissibilidade para os S. aureus
envolve os MRNAS (Tulinski et al., 2012; Becker et al., 2014).

Portanto, a investigacdo de cepas de Staphylococcus sp em suinos tem
estabelecido o envolvimento epidemiolégico dessa espécie animal na transmissao
destes micro-organismos e a ocorréncia de infeccdées humanas ou animais em todo

o mundo (Masson et al., 2012; Cerqueira e Almeida, 2013).

LA-MRSA 398 no Brasil em humanos e suinos

No Brasil, a presenca do clone LA-MRSA 398, foi descrita pela primeira vez,
em vacas com mastite (Silva et al., 2014). Em suinos, esta ocorréncia foi relatada, a
partir de um caso de epidermite exudativa, no Rio Grande do Sul e a cepa
apresentava, ainda, resisténcia intermediaria ao glicopeptideo vancomicina (Moreno
et al., 2016). A descricdo deste micro-organismo em humanos envolveu uma
paciente com fibrose cistica, cuja infeccdo com este micro-organismo,
provavelmente ocorreu, ap0s sua estada, em uma propriedade rural, onde teve
contato recreacional com animais deste ambiente (Lima et al., 2017).

Apesar de ser baixa a frequéncia de isolados de clones LA-MRSA 398 em
Nosso pais, e até o momento néo ter sido descrito a presenca de cepas albergando
0 gene mecC a elevada capacidade de disseminacao e resisténcia antibiotica dos S.
aureus, que parece nao ter barreiras ecologicas, faz com que a vigilancia para a

deteccdo de cepas multirresistentes dentre os Staphylococcus sp deva envolver a
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pesquisa a partir de animais de companhia, de producdo, bem como os alimentos

destinados ao consumo, sendo que especial atencdo seja dada a suinocultura.

CONCLUSAO

Indubitavelmente, a utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos na
suinocultura influencia a selecdo de micro-organismos patogénicos ou nao
resistentes aos farmacos dessa classe, bem como favorece a disseminagcdo de
mecanismos de resisténcia entre bactérias e ainda a dispersdo destas para
diferentes hospedeiros. A emergéncia e o amplo espalhamento dos MRSA e/ou
MRNAS confirmam este fato que exige atencdo da saude publica e que ndo deve de

modo algum ser negligenciado.
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Staphylococcus aureus isolados em suinos

Marcio Leonardo de Morais Nobre™, Leidiane Sousa Santos™”), Felipe Aradjo de Alcantara
Oliveira®, Alyne Rodrigues de Aradjo®, Déborah Régo Pires da Silva®, Agustinho Valente
de Figueirédo®, Maria José dos Santos Soares™™ e Maria Christina Sanches Muratori‘)

@ Universidade Federal do Piaui, Campus Universitario Ministro Petrdnio Portela, Bairro
Socopo, Teresina, Piaui, CEP: 64.049-550. E-mail: marcio.leo.nobre@gmail.com,
leidiane.vet@gmail.com, oliveira2201@gmail.com, deborahrego@yahoo.com.br,
agustinhov@yahoo.com.br, chrismuratori@uol.com.br, mrsapijf@gmail.com @ Universidade
Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, Bairro Reis Velloso, Parnaiba, Piaui, CEP:
64.202-020. E-mail: alyne_biomed@hotmail.com

Resumo — Este trabalho avaliou a presenca de S. aureus em suinos, bem como seu perfil de
resisténcia antibiotica e a capacidade de producdo de biofilme. Espécimes clinicos,
totalizando 164 amostras, foram obtidos de 82 suinos, para o isolamento de Staphylococcus
spp. A identificacdo preliminar da espécie S. aureus foi realizada por meio de provas
bioquimicas, confirmada pela presenca dos genes 16S rRNA e nuc. O perfil de
susceptibilidade antibidtica e a resisténcia a meticilina foram, respectivamente, avaliados por
meio da técnica de difusdo em disco e triagem em &gar contendo meticilina. A producéo de
biofilme foi evidenciada pelas técnicas de agar Vermelho Congo, Aderéncia em Microplaca e
presenca dos genes icaA ou icaD. Foram testadas 551 coldnias sugestivas de Staphylococcus
spp e destas 29 (5,3%) foram confirmadas como S. aureus, sendo estas isoladas de 17 (20,7%)
animais. Todas as estirpes apresentavam multirresisténcia e fraca producdo de biofilme.
Entretanto, nenhuma delas possuia 0 gene mecA. Staphylococcus aureus estdo presentes

prevalentemente na microbiota nasal de suinos, sendo encontrados também no ambiente
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entérico de suinos. As estirpes isoladas foram resistentes aos principais antibioticos utilizados
na suinocultura. Entretanto, ndo séo portadoras do gene mecA e produzem biofilme como um
dos fatores de viruléncia.

Termos para indexacdo: mecA; Microbiota; MRSA,; Suinocultura

Abstract — This work evaluated the presence of S. aureus in pigs, as well as its antibiotic
resistance profile and biofilm production capacity. Clinical specimens, totaling 164 samples,
were obtained from 82 pigs for the isolation of Staphylococcus spp. Preliminary identification
of the S. aureus species was performed by means of biochemical tests, confirmed by the
presence of the 16S rRNA and nuc genes. The antibiotic susceptibility profile and the
resistance to methicillin were respectively evaluated by disc diffusion technique and screening
in agar containing methicillin. Biofilm production was evidenced by Red Congo agar,
Microplate Adhesion and presence of icaA or icaD genes. A total of 551 colonies suggestive
of Staphylococcus spp were tested, and of these 29 (5.3%) were confirmed as S. aureus, being
isolated from 17 (20.7%) animals. All strains showed multiresistance and poor biofilm
production. However, none of them possessed the mecA gene. Staphylococcus aureus are
present predominantly in the nasal microbiota of swine, being also found in the enteric
environment of swine. The isolated strains were resistant to the main antibiotics used in pig
farming. However, they are not carriers of the mecA gene and produce biofilm as one of the
virulence factors.

Index terms: mecA; Microbiota; MRSA; Swine farming

Introducao

O género Staphylococcus abrange mais de 50 espécies, que tem despertado a atencao de
diferentes profissionais de saude entre médicos, farmacéuticos, bioquimicos, geneticistas
veterinarios, desde sua descricdo, em 1880, por Sir Alexander Ogston, a partir de secre¢do
purulenta de uma infeccdo cirurgica (Licitra, 2013; Euzeby, 2017).

Staphylococcus aureus é a espécie, de maior destaque, devido sua elevada prevaléncia
nos mais diferentes quadros clinicos humanos ou animais, podendo esta associados tanto as
infeccbes comunitarias quanto as hospitalares e cujo envolvimento passa por infec¢bes mais

simples, como as localizadas na pele, ate doencas graves e disseminadas, incluindo
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bacteremias, endocardites, pneumonias, meningites, osteomielites, mastites, artrites, bem
como toxemias, como a intoxicacdo alimentar estafilococica. Tal habilidade se deve a
surpreendente plasticidade gendmica deste micro-organismo, para adquirir diferentes
mecanismos de viruléncia, representados por adesinas, e enzimas que exercem efeitos de
agressinas, evasinas e modulinas da resposta imune, bem como pela elevada resisténcia
antibiotica que esta bactéria pode possuir (Souza et al., 2012; Peton & le Loir, 2014).

Seu alto poder adaptativo e de disseminacdo fez com que essa bactéria evoluisse a
linhagens mais resistentes, sobrevivendo entdo a cada novo antibidtico langado. Este Gltimo
atributo tem sido o de maior preocupacdo para a saude publica mundial, e pode ser
representado pelo mais importante mecanismo de resisténcia ja adquirido pelos S. aureus, o
determinante genético mec, que confere resisténcia a todos os antimicrobianos beta-
lactimicos semi sintéticos ou ndo. Assim, as cepas desta espécie que albergam esse
determinante de resisténcia sdo denominadas de S. aureus resistentes & meticilina, ou MRSA
— Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Santos et al., 2007; Hiramatsu et al., 2013).

Desde seu surgimento, na década de 60, a epidemiologia do MRSA tem se modificado
drasticamente, e em especial, nos Ultimos anos. Este de um patégeno humano e
essencialmente nosocomial (HA-MRSA, Hospital-Associated Methicillin-resistant S. aureus),
passou a ser também um importante agente nas infeccGes na comunidade, com destaque para
individuos que ndo mantem contato com os centros de saude (CA-MRSA, Community-
Associated Methicillin-resistant S. aureus). Contudo, desde 2005, a presenca de um clone
distinto de MRSA, tem sido relatada em uma grande variedade de espécies animais, causando
colonizagdo e/ou infecgbes que também estdo a afetar humanos. Este MRSA tem sido
denominado de LA-MRSA - Livestock-associated Methicillin-resistant S. aureus ST 398
(Figueiredo & Ferreira, 2014; Mocillio et al., 2015).

Dentre as espécies de animais domésticos, 0s suinos tém sido apontados como
importantes reservatdrios para a evolucdo de S. aureus a LA - MRSA, despertando pesquisas
que buscam melhor compreender a epidemiologia da transmissdo e evolugdo da resisténcia
antibidtica destes micro-organismos entre humanos e animais. Na cadeia da suinocultura,
desde o processo de producdo de carne, 0s proprios animais, trabalhadores, ambiente,
equipamentos e utensilios utilizados, podem ser fontes de contaminacdo e transmissao deste

MRSA, demonstrando a importancia € o0 risco que 0s suinos podem representar a saude
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publica, em todas as etapas de desenvolvimento sem os cuidados minimos necessarios para
garantir sua inocuidade (Masson et al., 2012; Smith et al., 2013).

A presenca de linhagens LA-MRSA ST 398, nestes monogastricos, tem sido descritas
em infec¢bes de pacientes da comunidade, de hospitais, ou apenas colonizando sitios
anatdmicos do corpo humano, em especial aqueles que mantem contato com os suinos (Lewis
et al., 2008; Gomez-Sanz et al., 2010; Pantosti, 2012). Ndo héa evidéncia cientifica referente a
presenca destas linhagens nos suinos criados em granjas no Piaui. Entretanto, o
monitoramento da presenca destes micro-organismos se faz importante para o controle da
disseminacdo destes agentes seja entre 0s suinos, ou de sua cadeia produtiva e na saude
publica.

Considerando-se que ndo ha relatos que abordem a ocorréncia de S. aureus e do perfil
de sensibilidade antibidtica, para cepas deste micro-organismo, isoladas de suinos criados no
Piaui, os resultados encontrados, nesta pesquisa, tornam-se relevantes por revelar a presenca
de cepas multirresistentes deste micro-organismo, colonizando os animais estudados,
demonstrando a necessidade para a conducdo de acdes direcionadas ao uso mais racional dos
antimicrobianos, objetivando assim a protecdo aos animais e a saude publica. Com base
nessas informacdes, com esse trabalho objetivou-se isolar Staphylococcus aureus em suinos,
caracterizar as cepas pelo perfil de resisténcia antibidtica, e identificar os fatores de

viruléncia.

Material e Métodos
Aspectos éticos
Todas as amostras foram coletadas de acordo com o0s principios éticos na
experimentacao animal, estabelecido pela Lei n® 11.794, de 2008 (Brasil, 2008) e aprovadas
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui
(CEEA/UFPI), em 06 de janeiro de 2016, sob o protocolo n°® 115/2015.

Caracterizacao do local de coleta
Foram selecionadas trés granjas de ciclo completo de suinos que abastecem o mercado
consumidor de Teresina-Pl, escolhidas conforme autorizacdo prévia do proprietario apds

indicacdo por membros da Associagédo Piauiense de Suinocultura - APISUI. As granjas estéo



40

localizadas no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Piaui — DZO/UFPI; a
30 km de Teresina-Pl, no municipio de Altos-Pl; e a 15 km de Teresina-Pl, no municipio de
Timon-MA.

Animais

Foram escolhidos animais de ragas mistas provenientes de linhegens com caracteristicas
que favorecam a producdo de carne e resisténcia a fatores ambientais (Duroc, Landrace, Piau
e Mouro). Os leitdes selecionados estavam entre seis e oito semanas de vida, com

aproximadamente 15 kg de peso.

Coleta das amostras

Com o auxilio de swabs esterilizados, foram colhidos espécimes clinicos da cavidade
nasal e anal de 82 suinos, perfazendo um total de 164 amostras. Para isso, 0s animais foram
contidos fisicamente por auxiliares das granjas visitadas, de forma a garantir a qualidade da
coleta e o bem-estar animal durante o procedimento. O tamanho da amostra foi adequado para
cada estabelecimento tendo como base uma prevaléncia de Staphylococcus spp. maior do que
20,0%, com um nivel de confianga em 95,0% (Neeling et al., 2007; Khanna et al., 2007; Van
Duijkeren et al., 2008).

Os swabs nasais e anais foram, respectivamente, acondicionados em tubos de ensaio (13
X 100 mm) estéreis contendo 2,0 mL de caldo de enriquecimento seletivo TNaCl (10,0 g
triptona/L, 75 g NaCl/L, 10 g manitol/L e 2,5 g de extrato de levedura/L) e 2,0 mL de agua
peptonada 0,1% (AP). Os tubos contendo os materiais coletados foram mantidos sob
condicdes de refrigeracdo, em caixa isotérmica com gelo reciclavel, sendo transportados ao
Laboratorio de Doencas Infecciosas, localizado no Laboratério de Sanidade Animal
(LASAN), do Centro de Ciéncias Agrarias, na Universidade Federal do Piaui, onde foram

imediatamente incubados a 35 + 2°C em estufa bacteriologica por 24 horas.

Isolamento e identificacdo de Staphylococcus spp.
Apos o periodo de incubacgdo, com o auxilio de uma alca bacteriolégica, aliquotas do

caldo TNaCl, contendo as amostras nasais, foram semeadas, por meio de estrias, sobre a
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superficie de placas de Petri contendo Agar Manitol Salgado (AMS; Difco®) e estas foram
incubadas a 35 + 2°C em estufa bacteriologica por 48-72 horas, em aerobiose.

Do cultivo em AP contendo as amostras anais foram retirados volumes de 100 pL e
estes foram inoculados em caldo TNaCl, repetindo assim, 0 mesmo processo das amostras
nasais (incubacéo e semeio em AMS).

Com base nas caracteristicas morfolégicas macroscopicas e a fermentacdo do manitol,
em média, cinco colbnias sugestivas de Staphylococcus spp. por amostra, foram transferidas,
individualmente, para tubos de ensaio contendo Agar Padrdo para Contagem (PCA), e estes
foram incubados sob as mesmas condi¢des descritas por um periodo de 24 horas. Em seguida,
0S crescimentos microbianos obtidos foram submetidos a testes de confirmagdo para a
identificacdo do género, como descrito por Winn et al. (2008), envolvendo as seguintes
provas: coloracdo de Gram, teste da producdo da enzima catalase, e susceptibilidade aos
antimicrobianos bacitracina (0,04 U) e furazolidona (100 pg). Foram consideradas como
Staphylococcus spp. as amostras que se apresentaram como cocos Gram positivos, produtores

da enzima catalase, resistentes a bacitracina e sensiveis a furazolidona.

Identificacéo de Staphylococcus aureus

A partir das colbnias isoladas em PCA, confirmadas como pertencentes ao género
Staphylococcus, foram realizados testes para a identificacdo da espécie S. aureus tais como:
presenca do fator de coagulacdo (clumping factor), producédo da enzima coagulase (utilizando
plasma de coelho liofilizado, obtido com EDTA), prova de fermentacdo de manitol, producéo
de acetoina (teste de VVoges - Proskauer, VP), produ¢do da enzima B-galactosidase, resisténcia
ao corante acriflavina (Cloreto de 3,6-diamino-10-metilacridinio misturado com 3,6-
acridinodiamina), e resisténcia a Polimixina B (300 ug), utilizando procedimentos propostos
por Roberson et al. (1992), Winn et al. (2008) e Murray et al. (2004) para a confirmagéo desta
especie e diferenciacdo de outras espécies produtoras da enzima coagulase (Staphylococcus
coagulase — positivos).

As estirpes microbianas que se apresentaram como positivas para a producdo de
clumping factor e coagulase, e revelaram provas positivas para fermentacdo de manitol,
producdo de aceitoina, resisténcia a acriflavina e ndo producdo da enzima - galactosidase

foram consideradas como S. aureus.
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os isolados de S. aureus foram submetidos a avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana
in vitro, por meio da técnica de difusdo da droga em meio sdélido, a partir de discos, de acordo
com as normas estabelecidas pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
Foram utilizados os seguintes discos impregnados de antibioticos: penicilina G (10 U),
sulfametoxazol + trimetoprim (25 pg), tetraciclina (30 pg), eritromicina (15 pg), cefoxitina
(30 pg), enrofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), ceftiofur (30 pg), oxacilina (1 ug),
clindamicina (2 pg), tilmicosin (15 pg), tigeciclina (15 pg) e linezolida (30 pg).

A afericdo dos halos de inibicdo formados, em torno dos antibidticos testados, foi
realizada com o auxilio de paquimetro e os valores obtidos (expressos em mm) e estes foram
analisados como preconizado pelos documentos M31-A2 (CLSI, 2002) e M100-S26 (CLSI,
2016), que estabelece os valores a serem considerados para caracterizar o perfil de
sensibilidade, resisténcia intermediaria ou resisténcia completa aos antimicrobianos avaliados.
O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi calculado conforme
metodologia descrita por Kruperman (1983), sendo este indice determinado pela relacéo entre
0 numero de antimicrobianos que a amostra foi resistente e 0 nimero total de antimicrobianos
testados.

Foi realizado o teste de disco aproximacdo (teste D), como descrito por Fiebelkorn et al.
(2003), para avaliacdo do fenétipo de resisténcia aos macrolideos e lincosamidas. A partir dos
discos de clindamicina (2 pg) e eritromicina (15 pg), foi observada a formacdo ou ndo do
achatamento do halo inibitério da clindamicina, pela acdo induzivel da eritromicina,

revelando o fendtipo de resisténcia ou sensibilidade da cepa a essa droga.

Teste de Triagem para detecgdo de estirpes MRSA, utilizando Agar Meticilina (AMetc)
A fim de confirmar estirpes de S. aureus resistentes a Meticilina (MRSA), bem como
identificar possiveis cepas que expressam de modo heterogéneo a resisténcia aos beta-
lactdmicos semi sintéticos, realizou-se o teste de triagem de resisténcia a meticilina, utilizando
agar Mueller-Hinton suplementado com 25 pg/mL desse antibiético (AMetc), como descrito
por Soares (1997). Para isso, a partir dos cultivos em PCA, uma porc¢édo destes foi semeado
em tubos de ensaio contendo 2,0 mL de caldo Tripticaseina de soja (TSB) e estes foram
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incubados temperatura de 35 + 2°C, em estufa com agitacdo de 200 rpm, por 24 horas,
assegurando uma vigorosa aeracdo para a obtencdo de uma elevada concentragdo celular
bacteriana (cerca de 10'° UFC/mL).

Decorrido o periodo de incubacdo uma aliquota de 25 pL do cultivo em TSB foi
semeado, com auxilio de uma al¢a de Drigalsky, sobre a superficie de placas de Petri
contendo o0 AMetc e estas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 a 48 horas.

O crescimento obtido (confluente ou de colbnias isoladas) foi avaliado quanto a
confirmacdo da pureza microbiana, realizando a coloracdo de Gram e os testes de catalase e

coagulase em tubo, confirmando, assim, a presencga de estirpes de MRSA.

Caracterizacdo fenotipica da producdo de biofilme utilizando Agar Vermelho Congo
(AVC)

O Agar Vermelho Congo (AVC) foi preparado com a seguinte formulagio: Caldo BHI
(Brain Heart Infusion, 37 g/L), 50 % de Sacarose e 1,5 % de Agar bacterioldgico e
separadamente, foi produzida uma solucdo contendo 0,8 g/L do corante Vermelho Congo.
Ambos foram esterilizados, em vapor Umido sob pressdo a 121° C por 15 minutos. Apds
arrefecimento, em banho Maria, a temperatura de 50°C, por cerca de 60 minutos, a solucéo de
Vermelho Congo foi acrescida, ao &gar em condicdes assépticas (Freeman, 1989).

As bactérias previamente cultivadas por 24 horas a 35 £ 2°C em agar Mueller-Hinton
foram inoculadas, por meio de estrias, no AVC e incubadas aerobicamente a 35 + 2°C por 24-
48 horas. O resultado foi analisado a partir da coloracdo apresentada pelas colonias
bacterianas: As col6nias negras foram classificadas como produtoras normais de biofilme,
enquanto as demais cores foram consideradas como indicativo de uma fraca ou até mesmo

incapacidade de producdo de biofilme (Arciola, 2002).

Deteccdo da formacao de biofilme pelo teste de aderéncia em microplaca

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 cavidades com os isolados de S. aureus em
fase de crescimento logaritmico em caldo TSB. Em cada orificio da placa adicionou-se 100
uL (Tryptical Soya Broth) suplementado com 0,5% de glicose e as bactérias, a uma
concentracdo de 5 x 10° UFC/mL. Em seguida, as microplacas foram incubadas a 35 + 2°C
durante 24 h, sob condicOes aerdbicas. Apds este periodo de incubacdo, 0 meio de cultura foi
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removido e os pogos foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Posteriormente, o
biofilme formado foi fixado com 100 pL. de metanol (PA), corado com uma solugao de cristal
violeta a 0,1% (v/v) e enxaguado com &gua destilada estéril até a completa remocdo do
corante do controle negativo (pocos que continham apenas meio TSB sem indculo
bacteriano). O corante foi ressuspendido com 100 pL de etanol (95,0 %), e as placas foram
submetidas a leitura espectrofotométrica a 492 nm, de acordo com Stepanovic et al. (2000),
com modificacGes. Foram utilizadas, como controle positivo para formacéo de biofilme, as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e a estirpe de referéncia Staphylococcus
epidermidis 70D. O valor da densidade 6ptica (DO) usado foi o valor médio das quatro
leituras feitas para cada linhagem bacteriana. Considerou-se produtor de biofilme as amostras,
cuja média de leitura da DO para cada isolado foi maior do que o ponto de corte (DOc),
definido pela seguinte férmula:

DOc = [MCN + 3s], onde MCN ¢ a média da DO do controle negativo e s é o desvio
padrdo das leituras do controle negativo. As bactérias foram classificadas como fortes (DO >
4DOc), moderadas (2DOc < DO < 4DOc), fracas (DOc < DO < 2DOc) ou ndo produtoras de
biofilme (DO < DOc) (Stepanovic et al., 2007).

Confirmacao génica da espécie e de fatores de viruléncia das estirpes de S. aureus.

Uma col6nia de S. aureus crescida previamente em agar PCA foi transferida para um
microtubo contendo 50 pl de agua mili Q estéril. Os tubos foram incubados por 10 minutos
em banho Maria a 100 °C, e, ap0s este periodo, centrifugados por dois minutos a 10.000 xg. O
sobrenadante com o DNA foi transferido para novos microtubos.

Os oligonucleotidios utilizados foram sintetizados pela Exxtend com as seguintes
sequencias: Staph756F (5'-AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA-3') e o Staph750R (5'-
CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC-3) para o rRNA especifico do género
Staphylococcus; Nuc 1 (5'-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3') e Nuc 2 (5'-AGC CAA
GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3’) para o gene especifico de S. aureus; 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 o gene de resisténcia mecA; IcaAF (5-ACA CTT GCT GGC GCA
GTC AA-3') e IcaAR (5'-TCT GGA ACC AAC ATC CAA CA-3) para gene de producédo de
biofilme icaA; IcaDF (5'-ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG-3') e IcaDR (5-CGT GTT
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TTC AAC ATT TAA TGC AA-3’) para gene de producdo de biofilme icaD (Arciola et al.,
2001; Zhang et al., 2004; Mariana et al., 2009).

As reacdes de polimerase em cadeira (PCR) foram realizadas utilizando um volume
total de mistura de 25 pul contendo tampao (100 mM Tris-HCI (pH 8,5), 500 mM KCI), 1,5
mM MgCl,, 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo (DNTp) , 1 U de Taqg DNA Polimerase
(Ludwig Biotecnologia), 0,2 uM de cada oligonucleotidio , 2,0 uL de DNA e &gua estéril para
completar o volume final. Foram utilizados os seguintes parametros: desnaturagéo inicial de
94°C por cinco minutos; 28 ciclos de 94 °C por um minuto, 52 °C por um minuto e 72°C por
um minuto; uma etapa de extensao final de 72°C for cinco minutos.

Em todas as reagOes foram utilizados como controle positivo para todos o0s
oligonucleotidios avaliados uma estirpe da colecdo do Laboratorio de Microbiologia e MRSA
Med55 e como controle negativo a estirpe de Escherichia coli ATCC 25922.

O DNA amplificado foi visualizado sob luz ultravioleta, apds eletroforese em gel de

agarose a 2,0% corado com Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega) diluido 1.000 vezes.

Anélise estatistica

O presente trabalho investigou os efeitos do sitio anatdmico na prevaléncia de
Staphylococcus aureus no grupo de animais envolvido na pesquisa. As analises estatisticas
foram realizadas através do programa GraphPad Prism 6.0, utilizando o teste qui-quadrado de

proporc6es com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

Foi observado em duas das trés granjas que, a partir do momento em que 0s animais Sao
deslocados da maternidade para a creche, passaram a se alimentar com racdo comercial
suplementada com antimicrobianos, tais como Sulfadimidina, Trimetoprima, Clortetraciclina,
dentre outros. Essa préatica pode influenciar diretamente no desempenho dos leitGes de creche,
bem como na formacao da microbiota animal (Kummer et al., 2009).

Um total de 831 coldnias foram isoladas e submetidas aos testes de identificagdo para o
género Staphylococcus, que revelou a presenca deste micro-organismo em 66,3 % (n = 551)

das coldnias analisadas e estas foram submetidas as provas para identificacdo da espécie S.
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aureus. Os dados obtidos evidenciaram uma prevaléncia de 97,5% de animais colonizados por

esse género bacteriano e 20,7% eram portadores desta espécie bacteriana (Tabela 01).

Tabela 01. Frequéncia absoluta de col6nias bacterianas testadas e identificadas por sitio de

coleta, Teresina, 2017

Espécimes clinicos (N %)

Colonias isoladas Amostra Anal Amostra Nasal Total
N % N % N %
Staphylococcus spp. 215 39% 336 61% 551 100%

Staphylococcus coagulase negativos 209 40% 313 60% 522 100%
S. aureus 06 21% 23 79% 29 100%

Total 408 49% 423 51% 831 100%

FONTE: dados da pesquisa

A alta prevaléncia deste género bacteriano (97,5%, n = 80) observada nos animais
avaliados, nessa pesquisa, corrobora a afirmacdo de que Staphylococcus spp. constitui parte
da microbiota normal de suinos (Linhares et al., 2015). A elevada frequéncia de isolamento
de estirpes de Staphylococcus coagulase negativos, a partir dos animais das granjas avaliadas
era um resultado esperado, uma vez que estes micro-organismos compdem a microbiota
normal destes sitios anatdmicos, sendo evidenciado em outros trabalhos sobre a colonizagdo
nasal deste agente em suinos (Masson et al., 2012).

O fato de S. aureus ser considerado frequentemente como um membro da microbiota de
mamiferos, cuja a importancia ecoldgica o classifica como um patdgeno oportunista, faz com
que poucos estudos procurem analisar a prevaléncia deste micro-organismo como microbiota
normal nesses monogastricos. A grande maioria das pesquisas tem se dedicado ao isolamento
e identificacdo de cepas de MRSA (Crombé et al., 2012; Frana et al. 2013; Linhares et al.,
2015).

Em uma ampla avaliacdo de colonizagéo nasal, buscando estabelecer o perfil de suinos
carreadores persistentes, intermitentes ou ndo carreadores de S. aureus, Espinosa-Gongora e

colaboradores (2015) relataram prevaléncia de 52,0 % de suinos carreadores intermitentes
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desta bactéria. Linhares e colaboradores (2015) também descreveram prevaléncia de S. aureus
nas narinas de 67,9 % dos suinos avaliados. Portanto, ambos os estudos, apresentaram
resultados bem superiores aos dados obtidos no presente estudo. De modo contrario, em
pesquisa, idealizada por Fall e colaboradores (2012) a prevaléncia deste micro-organismo foi
de 12,5 % entre os suinos avaliados, sendo o0s dados aqui descritos bem superiores.

A proporcdo de amostras positivas para S. aureus variou significativamente entre os
sitios anatdmicos (X = 5,316; p = 0,0211), onde a prevaléncia foi de 15,85 % (n = 13) para
amostra nasal e 4,88% (n = 4) para amostra anal. Os dados obtidos corroboram com os
descritos por Khanna et al. (2007) e Linhares et al. (2015), embora suas frequéncias de
isolamento tenham sido maiores. E importante ressaltar que esse estudo foi realizado em um
pequeno numero de propriedade e ha evidéncias de variacdo entre fazendas. Além disso,
exercem influencia nos estudos de prevaléncia de colonizacdo fatores ambientais tais como:
densidade animal, taxa de ventilacdo utilizada nas instalacdes, época do ano e 0 manejo
higiénico-sanitario (Linhares et al., 2015).

A partir das provas fenotipicas e genotipicas utilizadas, 29 estirpes foram identificadas
como pertencentes a espécie S. aureus, e estas foram isoladas de 17 suinos (20,7%).
Prevaléncias superiores a essa foram encontradas nos trabalhos realizados por Khanna et al.
(2007), Masson et al. (2012) e Linhares et al. (2015) (Tabela 02).

Tabela 02. Caracterizacdo fenotipica e génica de determinantes de viruléncia e resisténcia a

meticilina das estirpes de S. aureus isoladas, Teresina, 2017

Identificacdo génica Producéo de biofilme
Amostras
16S rRNA nuc mecA AVC Microplaca icaAlicaD
01 + + - NP Fraca +/+
02 + + . NP Fraca +/+
03 + + - NP Fraca -/ -
04 + + - NP Fraca -/-
05 + + - NP Fraca -/-
06 + + - NP Fraca -/ -
07 + + - NP Fraca -/ -
08 + + - NP Fraca -/ -
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09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

+

+

+

+

NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP

Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
NP
Fraca
Moderada
Moderada
Fraca
Moderada
Fraca
NP
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Moderada
Fraca
Moderada

/-
/-
-/ -
-/ -
/-
/-

+/+

/-

Legenda: AVC: Agar Vermelho congo; NP: ndo producéo; +: Positivo; -: Negativo.

N&o houve crescimento de colbnias bacterianas no teste de triagem para deteccdo de

estirpes MRSA em agar Meticilina. Esse fato foi evidenciado pela auséncia do gene mecA nas

amostras (Tabela 02), bem como pela total sensibilidade aos antimicrobianos oxacilina e

cefoxitina (teste de screening), obtidos nos testes de difusdo em disco (Tabela 03).

Diversos sdo os relatos da presenca de cepas MRSA na microbiota de suinos pelo
mundo (Cui et al., 2009; Gomez-Sanz et al., 2010; Arriola et al. 2011). No Brasil, Masson e

colaboradores (2012) apresentaram resultados semelhantes aos que foram obtidos no presente

trabalho, relatando a auséncia de cepas MRSA nos suinos por eles investigados. Entretanto,
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Takeuti e colaboradores (2016), descreveram a presenca de 5,1% (n = 18 animais) de suinos
na fase de engorda colonizados por MRSA, em fazendas, por eles avaliadas, no Rio Grande
do Sul. Este fato denota a importancia de uma maior vigilancia epidemiol6gica nas granjas
do pais quanto a pesquisa de S. aureus e deste fenotipo de resisténcia, desde que comumente
além de resisténcia aos beta-lactamicos estas estirpes sdo resistentes a outras classes de
antimicrobianos, apresentando, portanto, multirresisténcia, que dificulta a terapéutica das
infeccbes causadas por estes micro-organismos e cuja disseminacdo para humanos se
apresenta como uma realidade (Santos et al. 2007; Aarestrup et al., 2008; Rincén et al., 2014).
Desse modo a resisténcia bacteriana aos compostos antimicrobianos utilizados na terapia
humana e animal, bem como os empregados na alimentacdo suina como promotores de
crescimento, tornou-se uma preocupacao de saude publica mundial.

Foi observado a presenca dos genes icaA e icaD em 20,7% (n = 6) das amostras
isoladas. Este dado ndo corroborou aos resultados encontrados no crescimento em Agar
Vermelhor Congo e na adesdo em microplacas, visto que no primeiro ndo foi evidenciada a
producdo de biofilme pelo crescimento de coldnias negras, e no segundo houve adeséo
moderada em cinco estirpes (17,2%) que ndo portam os gene icaA e icaD.

Zmantar et al. (2010) também relataram resultado positivo para icaA/icaD em linhagens
que apresentaram fraca formacéo de biofilme em microplaca, semelhante ao encontrado nesse
estudo. Esse fato pode ser explicado pela influéncia dos fatores ambientais, que sdo
importantes para diferenciacdo de bactérias planctdnicas em bactérias sésseis (Costerton et al.,
1999; Cramton et al., 1999; Rachid et al., 2000; Chaieb et al., 2007). Talvez a suplementacéo
do meio com outros compostos, além da glicose, seja necessaria para a expressao dos genes
supracitados, nas linhagens isoladas da microbiota dos animais. As amostras que
apresentaram producdo moderada no teste de adesdo e ndo portam 0s genes estudados podem
ser justificadas pela existéncia de outros fatores genéticos que induzem a producdo de
biofilme, como os genes icaB e icaC (Rohde, 2001).

Os resultados quanto ao perfil de susceptibilidade antibidtica das estirpes de S. aureus
deste estudo e as frequéncias de fendtipos de multirresisténcia estdo apresentados na Tabela
03.
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Tabela 03. Perfil de resisténcia de S. aureus isolados de suinos de creche em granjas de ciclo
completo, Teresina, 2017

Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel
Penicilina G (10 U) 29 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Oxacilina (1 pg) 0 (0%) 0 (0%) 29 (100%)
Tetraciclina (30 ug) 29 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Sulfametoxazol - trimetoprim (25 pg) 0 (0%) 2 (6,9%) 27 (93,1%)
Gentamicina (10 ug) 0 (0%) 3 (10,4%) 26 (89,6%)
Enrofloxacina (5 pg) 7 (24,1%) 17 (58,6%) 5 (17,3%)
Ceftiofur (30 pg) 0 (0%) 0 (0%) 29 (100%)
Tilmicosin (15 ug) 0 (0%) 0 (0%) 29 (100%)
Eritromicina (15 pg) 29 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Clindamicina (2 pg) 19 (65,5%) 10 (34,5%) 0 (0%)
Tigeciclina (15 pg) 0 (0%) 0 (0%) 29 (100%)
Linezolida (30 ug) 0 (0%) 0 (0%) 29 (100%)

Positivo Negativo
Teste screening para cefoxitina 0 (0%) 29 (100%)
Teste D de resisténcia induzivel 0 (0%) 29 (100%)
Multirresisténcia

Resistente a 3 classes de antimicrobianos 2 (6,9%)
Resistente a 4 classes de antimicrobianos 9 (31,1%)
Resistente a 5 classes de antimicrobianos 11 (37,9%)
Resistente a 6 classes de antimicrobianos 7 (24,1%)

Os maiores indices de resisténcia foram obtidos para penicilina G, tetraciclina e
eritromicina (100%), valores que corroboram com relatos descritos por outros autores
(Combre et al., 2012; Masson et al., 2012). Esses antibioticos sdo frequentemente utilizados
na suinocultura para o tratamento de enfermidades e a capacidade dos S. aureus para adquirir
resisténcia a esses medicamentos ja é conhecida ao longo da historia.

N&do evidenciou-se resisténcia aos farmacos veterinarios de amplo espectro, aqui

representados por Tilmicosin e Ceftiofur, nem aos de uso hospitalar restrito para humanos,
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Tigeciclina e Linezolida. Entretanto, antibidticos de aplicagdo mais comum, inclusive da
linha veterinaria, apresentaram frequéncias significativas de resisténcia tais como: como
Enrofloxacina (24,1%) e Clindamicina (65,5%). Para Gentamicina e Sulfametoxazol-
Trimetoprim observou-se apenas uma baixa resisténcia intermediaria de 10,4 % e 6,9 %,
respectivamente.

Todas as estirpes apresentaram-se resistentes ou com resisténcia intermediaria a
Eritromicina e Clindamicina. Entretanto, nenhuma das amostras foi positiva no teste D de
resisténcia induzivel, sugerindo o mecanismo de resisténcia constitutiva MLSBc
(Macrolideos, Lincosamida e Estreptogramina B), codificada pelo gene erm (Shrestha &
Rana, 2014).

A multirresisténcia € um fenbmeno extremamente relevante, pois compromete a eficacia
dos farmacos utilizados para a terapia de possiveis enfermidades causadas por micro-
organismos como S. aureus. Segundo Magiorakos et al. (2012), os peritos internacionais
pertencentes do European Center for Disease Control (ECDC) e do Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), caracterizam como bactéria multirresistente aquela capaz de
se apresentar resistente a trés ou mais classes ou subclasses de agentes antimicrobianos a
partir de testes in vitro. Outra definicdo proposta pelos mesmos autores € a de que sdo aquelas
resistentes a um agente antimicrobiano chave, que confere uma co-resisténcia a multiplas
classes, tais como Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Apesar da auséncia de estirpes MRSA, os dados obtidos demonstraram um fato
alarmante: todas as amostras de S. aureus estudadas apresentaram resisténcia a no minimo
trés classes de antimicrobianos que deveriam ser sensiveis e para os quais ha indicacdo
terapéutica para suinos, no qual sete dessas amostras apresentaram resisténcia a seis classes
destes farmacos. Isso caracteriza todos os isolados de S. aureus como multirresistentes.

Uma possivel justificativa para a elevada frequéncia de cepas multirresistentes
observadas neste estudo pode estar relacionada a utilizacdo de suplementos alimentares
contendo antibidticos (Sulfadimidina, Trimetoprima e Clortetraciclina), que se encontram
misturados de forma homogénea a racdo dada a estes animais e que sdo administrados desde a
fase de creche até a de terminagdo do suino. Embora seja a forma mais eficaz do ponto de
vista do custo-beneficio para manter ou melhorar a saude do animal, tratar e prevenir doencas,

além de promover o crescimento e melhorar a eficiéncia da alimentagdo, Seu uso acarreta a
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selecdo de bactérias colonizadoras do animal que apresentam perfil de resisténcia a esses
farmacos.

Outro método utilizado para deteccdo de maltipla resisténcia foi o indice de Resisténcia
Multipla Antimicrobiana (IRMA), descrito por Krumperman (1983), onde valores maiores
que 0,2 determinam o fendmeno de multirresisténcia (Tabela 04). Os S. aureus apresentaram
IRMA entre 0,25 e 0,50, caracterizando-se como multirresistentes, corroborando a

classificacdo ja mencionada por Magiorakos et al. (2012).

Tabela 04. Distribuicdo do padrdo de resisténcia e indice de resisténcia multipla a
antimicrobianos (IRMA) dos S. aureus isolados de suinos de creche em granjas

de ciclo completo, Teresina, 2017

Perfil de Resisténcia aos antimicrobianos N°de amostras IRMA
PEN, TET, GEN, ENO, ERI, CLI 7 0,50
PEN, TET, GEN, CLI, ERI 11 0,41
PEN, TET, GEN, ERI 8 0,34
PEN, TET, ERI, CLI 1 0,34
PEN, TET, ERI 2 0,25

Legenda: PEN: Penicilina G; TET: Tetraciclina; GEN: Genamicina; ENO: Enrofloxacina;

ERI: Eritromicina; CLI: Clindamicina.

Staphylococcus aureus mostraram-se importantes micro-organismos presentes na
microbiota de suinos em fase de creche, isolados tanto de fossas nasais quanto de regido anal.
Apesar de ndo ter sido detectado estirpes MRSA, linhagens de multirresisténcia foram
isoladas, motivo este de preocupacdo, devido a possibilidade de disseminacdo no rebanho e
veiculacdo destas cepas ao homem, por meio do manuseio da carne ou contato direto com o

animal.

Conclusfes

1.  Staphylococcus aureus estdo presentes na microbiota de suinos, prevalentemente em

mucosa nasal em relagdo & amostra anal.
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2. Asestirpes de Staphylococcus aureus isoladas em suinos foram resistentes as principais
classes de antimicrobianos utilizadas na suinocultura.

3. As linhagens de S. aureus isoladas que fazem parte da microbiota de suinos sao
multirresistentes, mesmo ndo sendo portadoras do gene mecA, e algumas produzem biofilme

como um dos fatores de viruléncia.
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Staphylococcus aureus sensivel e Staphylococcus sciuri resistente a meticilina: Diferentes

espécies isoladas de uma Unica coldnia
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Uma estirpe de Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina foi co-isolada com uma linhagem
de Staphylococcus sciuri resistente a este antimicrobiano a partir de uma Gnica coldnia. Para o
nosso conhecimento este € o primeiro relato, a partir de estudos de coloniza¢do em suinos,
que descreve tal fenébmeno. Tal isolamento é preocupante, pois dificulta a correta
identificacdo de estirpes S. aureus, bem como demonstra a possibilidade de erros quanto o
real perfil de resisténcia antibidtica desta espécie, contribuindo, ainda, para o fracasso da
terapéutica antimicrobiana com beta-lactamicos, ocasionado pelos S. sciuri resistente a estes
farmacos.

Palavras-chave: mecA, MSSA, MRNAS, colonizacéo, suinos

O gene mecA confere resisténcia a todos os antimicrobianos beta-lactamicos semi
sintéticos, representados pela meticilina, oxacilina, cloxacilina, nafcilina, sendo considerado

como 0 mais importante mecanismo de resisténcia ja adquirido pelo género Staphylococcus.
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Esse gene esta contido dentro de um elemento genético movel denominado elemento mec ou
cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec; do inglés staphylococcal cassette
chromosome mec) [7].

O SSCmec pode ser encontrado ndo s6 na espéecie Staphylococcus aureus, a mais
importante e prevalente em diversas infecgdes humanas e animais, mas também nas diversas
espécies que formam os Staphylococcus coagulase negativos (ou Staphylococcus ndo aureus).
Estas que por muito tempo foram considerados apenas “contaminantes” isolados de processos
infecciosos passaram a ocupar um papel de extrema importancia na epidemiologia das
infeccOes em que estdo envolvidos, atualmente [12, 14].

Cepas de S. aureus resistentes a meticilina (Methicillin-resistant S. aureus; MRSA) e
Staphylococcus resistentes a meticilina ndo aureus (Methicillin—resistant non aureus
Staphylococci; MRNAS) tem sido descritas colonizando ou infectando humanos em hospitais
(HA-MRSA; HA - MRNAS) e na comunidade (CA-MRSA; CA-MRNAS) [9,13]. Entretanto,
a ocorréncia destes micro-organismos em animais de producdo e/ou companhia, bem como
nos individuos que se correlacionam a estes, representados por proprietarios, veterinarios,
tratadores, manipuladores de alimentos, ocasionando nestes uma colonizacdo ou infeccédo
(Livestock associtated Methicillin — resistant S. aureus; LA-MRSA), acendeu a importancia
destes micro-organismos para a satde publica mundial [5].

Os LA-MRSA impulsionaram a realizacdo de diversas pesquisas objetivando
compreender a dindmica da transmissibilidade, bem como de estudos sobre a epidemiologia
desses micro-organismos nos rebanhos animais e nos humanos. Dentre os animais de
producdo especial destaque tem sido direcionado aos suinos, sendo este considerado como o
mais importante habitat para a evolucdo das estirpes de Staphylococcus sp; seja para a
aquisicdo do gene mecA, ou de determinantes de viruléncia [10]. Dentre as estirpes LA-
MRSA, o clone ST398, que emergiu em suinos, tem recebido grande atencdo dos
pesquisadores devido a sua ampla disseminacdo e envolvimento em graves infecgdes em
humanos [12].

Neste relato, ao pesquisar a presenca de estirpes MRSA, a partir de amostras de swab
nasal de 82 suinos, em fase de creche, criados em trés granjas localizadas nos municipios de
Teresina, Altos (Piaui State) e Timon (Maranhdo State), a partir de uma Unica col6nia, obtida
do animal 48, uma estirpe de Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina (methicillin-
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sensitive S. aureus; MSSA) foi co-isolada com uma linhagem de Staphylococcus sciuri
resistente a este antimicrobiano (Methicillin — resistant non aureus Staphylococci).

O isolado primario foi identificado fenotipicamente como S. aureus, analisando as
caracteristicas apresentadas nos testes bioguimicos e fisiologicos: cocos Gram positivos,
produtor da enzima catalase, resistente a bacitracina (0,04 U), sensivel a furazolidona (100
Kg), fermentador de manitol, presenca de clumping fator, produtor da enzima coagulase, em
plasma de coelho, produtor de acetoina, resisténcia a Polimixina B (300 pg) e a 7 pg/de
acriflavina e ndo produtor da enzima -galactosidase.

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana foi estabelecido pela técnica de difusdo
droga em meio solido, a partir de disco, de acordo com as normas estabelecidas pelo Clinical
Laboratory Standards Institute e a interpretacdo dos halos de inibicdo aferidos foram
analisados como preconizado pelos documentos M31-A2 [2] e M100-S26 [3]. A estirpe
apresentou resisténcia a Penicilina G (10 U) e sensibilidade a Oxacilina (1 pg) e Cefoxitina
(teste de screening, 30 ug), caracterizando-a como MSSA.

Contudo, ao realizar o semeio desta estirpe em Agar Meticilina (Agar Mueller-Hinton
suplementado com 25 pg/mL desse antibidtico; AMet 25) para triagem de MRSA [11], foi
observado o crescimento heterogéneo de coldnias com variagbes macroscopicas por todo o
meio de cultura.

Para confirmacdo do resultado, visto que ndo era esperado o crescimento de coldnias no
AMet, uma vez que a amostra apresentou prévia sensibilidade aos antimicrobianos oxacilina e
cefoxitina, no teste em disco, quatro diferentes morfotipos coloniais foram reisolados e
avaliados fenotipicamente quanto a identificacdo de género e espécie, incluindo perfil de
resisténcia aos antimicrobianos e novo crescimento em AMet. Dessa avaliacdo, 0s quatro
morfotipos foram identificados como estirpes de Staphylococcus coagulase negativos (ndo
aureus) resistentes a Meticilina, com crescimento homogéneo no AMet.

Com o intuito de explicar o fendmeno, foi realizada uma série de semeaduras da
amostra inicial em agar Padrdo para Contagem (PCA), sempre realizando a avaliagédo
morfotintorial de Gram, a prova de catalase, da enzima coagulase livre, em plasma de coelho,
e 0 crescimento no AMet, com o objetivo de buscar purificar e isolar a linhagem de S aureus.
Por meio destes procedimentos foram produzidos seis amostras (Staphylococcus aureus,

isolado inicial, e as quatro col6nias reisoladas do AMet) e estas foram submetidas a técnicas
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mais especificas de identificacdo e perfil de susceptibilidade antimicrobiana, tais como:
colorimetria e turbidimetria pelo Vitek® 2 Compact (Biomérieux); reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para confirmacao génica em gel de agarose dos genes: rRNA, especifico do
género Staphylococcus, nuc, especifico para a espécie S. aureus, mecA, para resisténcia aos
betalactdmicos semi-sintéticos e os genes icaA/icaD, envolvidos na formacéo de biofilme nos
Staphylococcus sp; e a identificagcdo por espectrometria de massa automatizada por tecnologia
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) [1, 15]. Os resultados das analises estdo descritos na
Tabela O1.

O isolamento a partir de uma Unica coldnia de micro-organismos com diferentes perfis
de resisténcia antibiotica foi relatado por outras pesquisas [4, 11], a partir de amostras nasais
de colonizacdo em humanos. Contudo, nesses estudos, foram identificadas duas linhagens de
S. aureus, uma sensivel e outra resistente a meticilina. Relato de coassociacdo entre micro-
organismos também foi observado no isolamento de Enterococcus faecium e Lactobacillus sp,
obtido de uma amostra de urina [6]. Em ambos os estudos, semelhantes aos resultados desse
estudo, a correta identificacdo dos micro-organismos e do perfil de resisténcia antibiotica
necessitou de outras técnicas moleculares para auxiliar na compreensdo do fenémeno, que
prejudica e dificulta a identificacdo fenotipica, ainda hoje, bastante utilizada por muitos
laboratérios no Brasil e no mundo.

S. sciuri era comumente considerado o micro-organismo comensal ndo patogénico
mais isolado a partir da pele e mucosas de animais de sangue quente. Entretanto, sua
importancia se exacerbou, pois agora também é reconhecido como um potencial patégeno,
devido seu envolvimento em diversas enfermidades animais tais como: mastites, dermatites e
epidermites, bem como em endocardites, infecces de feridas, peritonites, choque séptico e
infeccdo urindria em humanos [8]. Somam-se a estes fatos diversas evidéncias de que esta
espécie desempenha importante papel como reservatorio e disseminacdo de mecanismos de
resisténcia antibiotica, com especial destaque para o SSCmec, para as espécies de
Staphylococcus incluindo S. aureus contribuindo, assim, por tornar as estirpes MSSA em
MRSA [8, 12, 14].
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Tabela 01: Testes confirmatorios de género, espécie e fatores de viruléncia de estirpes purificadas de col6nia Unica e estirpes isoladas

de Agar Meticilina, Teresina, 2017

PCR Vitek 2 Compact MALDI-TOFF
Estirpes Cassete
rRNA  nuc  mecA icaAlicaD ID CFO/OXA ID

S. aureus + + - +/+ S. aureus S/S S. aureus’ Ausente

MRNAS + - + +/+ S. sciuri® S/R? S. sciuri® SSCmec V
Coldnia 01 + - + +/+ S. sciuri R/R S. sciuri SSCmec V
Coldnia 02 + - + +/+ S. sciuri R/R S. sciuri SSCmec V
Coldnia 03 + - + +/+ S. sciuri R/R S. sciuri SSCmec V
Coldnia 04 + - + +/+ S. sciuri R/R S. sciuri® SSCmec V

Legenda: PCR: Reacdo da Polimerase em Cadeia; ID: Identificacdo; CFO: screening para Cefoxitina; OXA: Oxacilina; +: Positivo;
-: Negativo; R: Resistente; * Identificacdo altamente provavel a nivel de espécie; * Alerta aplicado para Identificacdo e Antibiograma;
3 Identificagdo segura a nivel de género e provavel a nivel de espécie com alerta; * Identificacio segura a nivel de género e provavel a

nivel de espécie.
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A coexisténcia entre S. aureus e S. sciuri, neste estudo, pode ter sido devido a
producdo de biofilme pela estirpe de S. sciuri e que foi avaliada pela técnica de microplaca
(dados ndo mostrados) e evidenciada pela presenca dos genes icaAD nas estirpes desta
especie (Tabela 1). Esta propriedade pode estar relacionada a coassociacdo observada,
podendo, ainda, contribuir para possivel transmissdo do SSCmec presente neste micro-
organismo e que foi identificado como pertencente ao tipo V.

Na rotina laboratorial, ndo é conhecida a frequéncia em que essa coexisténcia entre S.
aureus e S. sciuri ocorre em suinos em pesquisas de colonizacdo nasal ou infeccdo, sendo
este, para nds, até 0 momento, o primeiro relato para esta associa¢ao.

Tal isolamento é preocupante, pois dificulta a correta identificacdo de estirpes S.
aureus, bem como demonstra a possibilidade de erros quanto o real perfil de resisténcia
antibidtica desta espécie, contribuindo, ainda, para o possivel fracasso da terapéutica
antimicrobiana com beta-lactdmicos, ocasionado pelos S. sciuri resistente a estes farmacos.

O teste de triagem utilizando o Amet 25 foi o que possibilitou evidenciar esta
associacdo, caracterizando inequivocamente o perfil de resisténcia/susceptibilidade entre os
micro-organismos identificados. Este teste também foi que evidenciou o mesmo fenémeno
nos estudos aqui descritos anteriormente [4, 11]. Esse método se constitui em uma poderosa
prova para confirmacdo da sensibilidade ou resisténcia a este farmaco, seja de estirpes de
Staphylococcus obtidas de colonizacdo ou infec¢do e cuja especificidade e sensibilidade deste
teste se aproxima a 100% em relacdo as técnicas moleculares que utilizam sondas de DNA [4,
11]. Este, ainda, pode facilitar a identificacdo de culturas mistas de Staphylococcus

constituidas por estirpes que possuam perfil de susceptibilidade diferente a meticilina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Staphylococcus aureus mostraram-se importantes micro-organismos presentes
na microbiota de suinos em fase de creche, isolados tanto de fossas nasais quanto de
regido anal. Apesar de ndo ter sido detectado estirpes MRSA, linhagens de
multirresisténcia foram isoladas, motivo este de preocupacéo, devido a possibilidade de
disseminacao no rebanho e veiculacéo destas cepas ao homem, por meio do manuseio
da carne ou contato direto com o animal.

O co-isolamento de MSSA e MRNAS em uma mesma colbnia é preocupante, pois
dificulta a correta identificagdo de estirpes S. aureus, bem como demonstra a
possibilidade de erros quanto o real perfil de resisténcia antibidtica desta espécie,
contribuindo, ainda, para o fracasso da terapéutica antimicrobiana com beta-
lactamicos, ocasionado pelos S. sciuri resistente a estes farmacos.

Considerando-se que nao ha relatos que abordem a ocorréncia de S. aureus e do
perfil de sensibilidade antibidtica, para cepas deste micro-organismo, isoladas de
suinos criados no Piaui, 0s resultados encontrados, nesta pesquisa, tornam-se
relevantes por revelar a presenca de cepas multirresistentes deste micro-organismo,
colonizando os animais estudados, demonstrando a necessidade para a conducéo de
acOes direcionadas ao uso mais racional dos antimicrobianos, objetivando assim a

protecdo aos animais e a saude publica.
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Simbolos e unidades devem ser listados conforme os exemplos: Usar 36%, e ndo 36 %
(ndo usar espaco entre o no e %); Usar 88 kg, e ndo 88Kg (com espaco entre o no e
kg, que deve vir em minudsculo); Usar42 mL, e ndo 42 ml (litro deve vir em
L maitsculo, conforme padronizagdo internacional); Usar 250C, e ndo 25 oC (sem
espaco entre 0 no e oC ); Usar (P<0,05) e ndo (p < 0,05); Usarr>= 0,89 e nao
r’=0,89; Nas tabelas inserir o valor da probabilidade como “valor de P”; Nas tabelas e
texto utilizar média + desvio padrao (15,0 = 0,5). Devem ser evitadas abreviacdes nado-
consagradas, como por exemplo: “o T3 foi maior que o T4, que nao diferiu do T5 e do
T6”. Este tipo de redagao é muito cémodo para o autor, mas é de dificil compreensao
para o leitor. Escreva os resultados e apresente suporte com dados. Nao seja

redundante incluindo os mesmos dados ou resultados em tabelas ou figuras.

DISCUSSAO - o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Discuss&o” (escrita
em caixa alta e negrito), com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da margem
esquerda. Apresente a sua interpretacdo dos seus dados. Mostre a relacdo entre fatos
ou generalizacdes reveladas pelos seus resultados. Aponte excecdes ou aspectos
ainda nao resolvidos. Mostre como o0s seus resultados ou interpretacdes concordam
com trabalhos previamente publicados ou discordam deles, mas apresente apenas
trabalhos originais, evitando citagdes de terceiros. Discuta 0s aspectos tedricos e/ou
praticos do seu trabalho. Pequenas especulacdes podem ser interessantes, porém
devem manter relacdo factual com os seus resultados. Afirmacbes tais como:
"Atualmente nés estamos tentando resolver este problema..." ndo sao aceitas.
Referéncias a "dados nao publicados" ndo sdo aceitas. Conclua sua discussao com

uma curta afirmacao sobre a significancia dos seus resultados.

CONCLUSOES - preferencialmente redigir a conclusdo em paragrafo Gnico, baseada

nos objetivos. Devem se apresentar de forma clara e sem abreviagfes. O texto devera
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iniciar sob a primeira letra da palavra “Conclusao” (escrita em caixa alta e negrito), com

recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da margem esquerda.

AGRADECIMENTOS - os agradecimentos pelo apoio a pesquisa serao incluidos nesta
secdo. Seja breve nos seus agradecimentos. Nao deve haver agradecimento a autores
do trabalho. O texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Agradecimento”

(escrita em caixa baixa).

NOTAS INFORMATIVAS -quando for o caso, antes das referéncias, devera ser
incluido paragrafo com informacdes e numero de protocolo de aprovacdo da pesquisa
pela Comisséo de Etica e ou Biosseguranca. (quando a Comissdo de Etica pertencer a
propria instituicdo onde a pesquisa foi realizada, devera constar apenas o nimero do

protocolo).

REFERENCIAS - o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Referéncias”
(escrita em caixa alta e negrito). Omitir a palavra bibliogréficas. Alinhada somente a
esquerda. Usar como base as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas —
ABNT (NBR 10520 (NB 896) - 08/2002). Devem ser redigidas em pagina separada e
ordenadas alfabeticamente pelo(s) sobrenome(s) do(s) autor(es). Os destaques
deverdo ser em NEGRITO e os nomes cientificos, em ITALICO. NAO ABREVIAR O
TITULO DOS PERIODICOS. Indica-se o(s) autor(es) com entrada pelo ultimo
sobrenome seguido do(s) prenome(s) abreviado (s), exceto para nomes de origem
espanhola, em que entram os dois ultimos sobrenomes. Mencionam-se 0s autores
separados por ponto e virgula. Digita-las em espaco simples e formata-las segundo as
seguintes instrucdes: no menu FORMATAR, escolha a
opcdo PARAGRAFO... ESPACAMENTO...ANTES...6 pts.Exemplo de como

referenciar:
ARTIGOS DE PERIODICOS:
(citar os 3 primeiros autores seguido de "et al.")

JOCHLE, W.;: LAMOND, D.R.; ANDERSEN, A.C. et al. Mestranol as an abortifacient in
the bitch. Theriogenology, v.4, n.1, p.1-9, 1975.
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Livros e capitulos de livro. Os elementos essenciais sdo: autor(es), titulo e subtitulo
(se houver), seguidos da expressao "In:", e da referéncia completa como um todo. No
final da referéncia, deve-se informar a paginacdo. Quando a editora nao é identificada,
deve-se indicar a expressao sine nomine, abreviada, entre colchetes [s.n.]. Quando o
editor e local ndo puderem ser indicados na publicagéo, utilizam-se ambas as

expressoes, abreviadas, e entre colchetes [S.I.: s.n.].
REFERENCIA DE LIVROS (in totum):

BICHARD, S.J.; SHERDING, R.G.Small animal practice. Philadelphia : W.B.
Saunders, 1997. 1467 p.

REFERENCIA DE PARTES DE LIVROS: (Capitulo com autoria)

SMITH, M. Anestrus, pseudopregnancy and cystic follicles. In. MORROW, D.A. Current
Therapy in Theriogenology. 2.ed. Philadelphia : W.B. Saunders, 1986, Cap.x, p.585-
586.

REFERENCIA DE PARTES DE LIVROS: (Capitulo 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.

OBRAS DE RESPONSABILIDADE DE UMA ENTIDADE COLETIVA: A entidade € tida
como autora e deve ser escrita por extenso, acompanhada por sua respectiva
abreviatura. No texto, é citada somente a abreviatura correspondente. Quando a
editora € a mesma instituicdo responsavel pela autoria e ja tiver sido mencionada, ndo

é indicada.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY - AOAC. Official methods
of analysis. 16.ed. Arlington: AOAC International, 1995. 1025p.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV. Sistema de analises estatisticas e
genéticas - SAEG. Verséo 8.0. Vigosa, MG, 2000. 142p.

REFERENCIA DE TESE/DISSERTACAO/MONOGRAFIA:
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BACILA, M. Contribuicdo ao estudo do metabolismo glicidico em eritrécitos de
animais domeésticos. 1989. Curitiba, 77f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) - Curso de Poés-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade

Federal do Parana.
REFERENCIA DE PUBLICACOES EM CONGRESSOS:

KOZICKI, L.E.; SHIBATA, F.K. Perfil de progesterona em vacas leiteiras no periodo do
puerpério, determinado pelo radioimunoensaio (RIA). In: CONGRESSO BRASILEIRO
DE MEDICINA VETERINARIA, XXIV., 1996, Goiania. Anais... Goiania: Sociedade
Goiana de Veterinéria, 1996, p. 106-107.

RESTLE, J.; SOUZA, E.V.T.; NUCCI, E.P.D. et al. Performance of cattle and buffalo fed
with different sources of roughage. In: WORLD BUFFALO CONGRESS, 4., 1994, Séo
Paulo. Proceedings... S8o Paulo: Associacdo Brasileira dos Criadores de Bufalos,
1994. p.301-303.

REFERENCIA DE ARTIGOS DE PERIODICOS ELETRONICOS:Quando se tratar de
obras consultadas on-line, sdo essenciais as informacdes sobre o endereco eletronico,
apresentado entre os sinais < >, precedido da expressao “Disponivel em: xx/xx/xxxx’e

a data de acesso do documento, precedida da expressao “Acesso em: XX/XX/XXXX.”

PRADA, F.; MENDONCA Jr., C. X.; CARCIOFI, A. C. [1998]. Concentracéo de cobre e
molibdénio em algumas plantas forrageiras do Estado do Mato Grosso do
Sul. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.35, n.6,
1998. Disponivel em: http://www.scielo.br/ Acesso em: 05/09/2000.

MUELLER, Suzana Pinheiro Machado. A comunicacio cientifica e o movimento de
acesso livre ao conhecimento. Ciéncia da Informacdo, Brasilia, v. 35, n. 2, 2006.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
19652006000200004&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 13/05/2007.

REBOLLAR, P.G.; BLAS, C. [2002]. Digestion de la soja integral em
ruminantes. Disponivel em: http://www.ussoymeal.org/ruminant_s.pdf. Acesso em:
12/10/2002.
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SILVA, R.N.; OLIVEIRA, R. [1996]. Os limites pedagdégicos do paradigma da qualidade
total na educacéo. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA URPe, 4., 1996,
Recife. Anais eletronico...Recife: Universidade Federal do Pernambuco, 1996.

Disponivel em: http://www.propesqg.ufpe.br/anais/anais.htm> Acesso em: 21/01/1997.

CITACAO DE TRABALHOS PUBLICADOS EM CD ROM:Na citagdo de material

bibliografico publicado em CD ROM, o autor deve proceder como o exemplo abaixo:

EUCLIDES, V.P.B.; MACEDO, M.C.M.; OLIVEIRA, M.P. Avaliacdo de cultivares de
Panicum maximum em pastejo. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE ZOOTECNIA, 36., 1999, Porto Alegre. Anais... Sdo Paulo: Gmosis, 1999, 17par.
CD-ROM. Forragicultura. Avaliagdo com animais. FOR-020.

INSTITUTO BRASILEIRO DE INFORMACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA. Bases
de dados em Ciéncia e Tecnhologia. Brasilia, n. 1, 1996. CD-ROM.

E.mail Autor, < e-mail do autor. “Assunto”, Data de postagem, e-mail pessoal, (data da

leitura)

Web Site Autor [se conhecido], “Titulo’(titulo principal, se aplicavel), ultima data da

revisao [se conhecida], < URL (data que foi acessado)

FTPAutor [se conhecido] “Titulo do documento”(Data da publicagédo) [se disponivel],

Endereco FTP (data que foi acessado)

CITACOES NO TEXTO: As citacbes no texto deverdo ser feitas em caixa baixa.
Quando se tratar de dois autores, ambos devem ser citados, seguido apenas do ano da
publicacdo; trés ou mais autores, citar o sobrenome do primeiro autor seguido de et al.

obedecendo aos exemplos abaixo:
Silva e Oliveira (1999)
Schmidt et al. (1999)

(Silva et al., 2000)
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02 — PESQUISA AGROPECUARIA BRASILEIRA (PAB)

Diretrizes para Autores

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) € uma publicacdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués,
espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal
forma de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e
Revisdes a convite do Editor.

Andlise dos artigos

A Comissao Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do
artigo segundo as normas da revista, formulagdo do objetivo de forma clara, clareza da
redacdo, fundamentacédo tedrica, atualizacdo da revisdo da literatura, coeréncia e
precisdo da metodologia, resultados com contribuicao significativa, discussédo dos fatos
observados em relacdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusGes. Apds a aplicacdo desses critérios, se o
namero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicacdo, é
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribuicdo para o avanco do conhecimento cientifico é considerada mais significativa.
Esse critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de
qualidade para publicagdo na revista, mas que, em razdo do elevado namero, ndo
podem ser todos aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sé&o devolvidos
aos autores e os demais sdo submetidos a andalise de assessores cientificos,
especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacdo de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras
— publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgacéo técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periddico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250

palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.
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- S&o considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Reviséo, este ultimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais
sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutrigdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas
e linhas numeradas.

Informagdes necessérias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submisséo (Inicio), em “comentarios ao editor”, informar a relevéancia e o
aspecto inédito do trabalho.

No passo 2 da submissao (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo
em arquivo Microsoft Word.

No passo 3 da submissao (Inclusdo de metadados), em “resumo da biografia” de cada
autor, informar o link do sistema de curriculos lattes (ex.:
http://lattes.cnpq.br/0577680271652459). Clicar em “incluir autor” para inserir todos os
coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 3, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexacao (key words)
do trabalho nos respectivos campos do sistema.

No passo 4 da submissao (Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no
sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas (mensagens) de
concordancia dos coautores coladas conforme as explicagdes abaixo:

- Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o seguinte
conteudo:

“Eu, ..., concordo com o conteudo do trabalho intitulado “.....” € com a submissao para a
publicacdo na revista PAB.

Como fazer:

Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o para o seu
proprio e-mail (assim gerara os dados da mensagem original: assunto, data, de e para),
marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim, teremos todas as
cartas de concordancias dos co-autores num mesmo arquivo.

Organizacgéo do Artigo Cientifico

A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:
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- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumo,
Termos para indexacao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducéo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusbes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas
e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrbnicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacdo, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos,
Resumen, Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introduccion, Materiales y Meétodos, Resultados y Discusion, Conclusiones,
Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracées
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o contetdo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjuncoes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndao com palavras como “efeito” ou
“‘influéncia”.

- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviacdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices
desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maidscula, por extenso, separados por
virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjungéo “e”, “y” ou “and”, no caso de

artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.
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- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um numero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de
endereco do autor.

Endereco dos autores

- S&o apresentados abaixo dos nomes dos autores, o0 nome e 0 enderego postal
completos da instituicdo e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo numero
em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por
virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢des, conjuncdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e os métodos, 0s
resultados e a concluséo.

- Nao deve conter cita¢des bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacéo

- A expressao Termos para indexacao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minuUsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mindscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual

Agricultural Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducéo
- A palavra Introdugéo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a

letra inicial, e em negrito.


http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.scielo.br%E2%80%9D
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- Deve apresentar a justificativa para a realizagao do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relacdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumao.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras
iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, o numero de repeti¢cdes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descri¢cao detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador
possa repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricbes de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacéo sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.
- Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com
letras minuUsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discusséo

- A expresséao Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minuUsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

- As tabelas e figuras sao citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relacdo aos apresentados por outros autores.

- Evitar 0 uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmagfes que nao possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.
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- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracao do
texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela
ou figura, ndo é necessaria nova chamada.

- N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusdes

- O termo Conclusbes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo
no presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituicoes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem
ser dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacoes
descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-e-virgula, sem numeracao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacao de citacao.
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- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que
aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de Pdés-Graduacdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegécio da
mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Embrapa
Informagé&o Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regidao Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca
e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Sistemas de producdao, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletrbnicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatorio do ano de
2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria
Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacoOes
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- Nao séo aceitas citagoes de resumos, comunicagao pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser
evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as
adaptacdes descritas a seguir.

- Redacéo das citacdes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maiuscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de
publicacao.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

- Citacao de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacéo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original,
seguido da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacao de citacéo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso
de uso de citacdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

- Redacéo das citacOes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacdes
anteriores, com 0s anos de publicagéo entre parénteses; sdo separadas por virgula.
Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

- Nado devem apresentar letras em italico ou negrito, a exce¢do de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apés as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.
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- Seus elementos essenciais sédo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve
ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e
das variaveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o conteudo de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso nao for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados néo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-
rodapé explicativa.

- Na comparagcdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na
coluna ou na linha, a direita do dado, letras mindsculas ou mailsculas, com a indicacéo
em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo;
usa-los ainda na base da tabela, para separar o conteddo dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e
do corpo; nao usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu
Tabela; ndo fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso
recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sao informacOes de carater especifico sobre partes da tabela,
para conceituar dados. Séo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente,
entre parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo
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ou na coluna indicadora. S&o apresentadas de forma continua, sem mudancga de linha,
separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sao utilizadas, no corpo da tabela, na
forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (n&o-significativo); * e **
(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sao consideradas figuras: gréaficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necesséarias a
documentacéo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designacdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
mailsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras néo-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatério, como também é obrigatério o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acéo criativa em sua
elaboracao. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas
as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
guadrante.

- As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de
informacdes que comprometa o entendimento do gréfico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducao
gréfica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a

edicdo em possiveis correcoes.
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- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de gréfico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75
e 100%, para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extenséao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicacdes, cuja publicacdo imediata € justificada, por
se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um
artigo cientifico completo.

Apresentacdo de Notas Cientificas

- A ordenacao da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com
as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacao, titulo em
inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introducdo, material e
métodos, resultados e discusséo, e conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e
figuras.

- As normas de apresentacao da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico,
exceto nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracdes (tabelas e figuras).
Outras informagdes

- Nao ha cobranca de taxa de publicacéo.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sao revisados por no minimo dois
especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos
artigos e de decidir sobre a sua publicacao.

- Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.
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Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231, via
e-mail: sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacéo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Condicdes para submisséo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As
submissbes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

. O manuscrito deve ser inédito e ndo pode ter sido submetido, simultaneamente, a outro
periddico, e seus dados (tabelas e figuras) ndo podem ter sido publicados parcial ou
totalmente em outros meio de publicacdo técnicos ou cientificos (boletins institucionais,
anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas, etc.).

. O texto deve ser submetido no formato do Microsoft Word, em espaco duplo, escrito na
fonte Times New Roman 12, tamanho de papel A4, com paginas e linhas numeradas; e
0 arquivo nao deve ultrapassar o tamanho de 20 MB.

. O artigo deve ter, no maximo, 20 paginas e tem que estar organizado na seguinte
ordem: Titulo; nome completo dos autores, seguido de endereco institucional e
eletrbnico; Resumo; Termos para indexacao; Title, Abstract; Index terms; Introducao;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdes; Agradecimentos;
Referéncias; tabelas e figuras.

. Os padrdes de texto e de referéncias bibliograficas devem ser apresentados de acordo
com as orientacoes, para a apresentacao de manuscritos, estabelecidas nas Diretrizes
aos autores, as quais se encontram na pagina web da revista PAB.

Mensagens de concordancia dos coautores com o conteldo do manuscrito e sua
submissédo a revista devem ser compiladas pelo autor correspondente em um arquivo
do Microsoft Word e carregadas no sistema como um documento suplementar, no
qguarto passo do processo de submissao.

Diante do grande numero de trabalhos recebidos para publicacdo (média de 110 por
més), solicitamos sua concordancia com o0s seguintes procedimentos adotados pela
revista PAB:
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Os trabalhos sdo analisados pela Comissédo Editorial, antes de serem submetidos a
assessoria cientifica. Nessa analise, consideram-se 0s seguintes aspectos, entre
outros: escopo, apresentacdo do artigo segundo as normas da revista; formulacdo do
objetivo de forma clara; clareza da redacéo; fundamentacéo tedrica; atualizacdo da
revisdo da literatura; coeréncia e precisdao da metodologia; discussdo dos fatos
observados em relacdo aos descritos na literatura; resultados com contribuicdo
significativa; qualidade das tabelas e figuras; e, finalmente, originalidade e consisténcia
das conclusoes.

ApoOs a aplicacé@o desses critérios, caso o numero de trabalhos aprovados ultrapasse a
capacidade de publicacdo mensal, é aplicado o critério da relevancia relativa.
Segundo esse critério, os trabalhos com contribuicdo mais significativa para o avancgo
do conhecimento cientifico sdo aprovados. Esse critério é aplicado apenas aos
trabalhos que atendam aos requisitos de qualidade, mas que, por excederem a
capacidade de publicacdo mensal da revista, ndo podem ser todos aprovados. Por

esse mesmo motivo, informamos que ndo aceitamos pedido de reconsideracéo.

Politica de Privacidade
Os nomes e enderecos informados nesta revista seréo usados exclusivamente para 0s
servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.
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03 — Journal of Veterinay Science

® (Categories of Publications

The J Vet Sci publishes reviews, original articles, short communications and case
reports.

Review

Review and monographs dealing with all aspects of veterinary sciences will be
accepted, but subject to the approval of the Editor-in-Chief. Authoritative and critical
reviews of the current state of knowledge are preferred. There is no prescribed layout
for reviews, but the tables, and manner of citations should conform to the guidelines
(Form of Manuscripts) for articles. Unsolicited reviews will normally only be accepted
under special circumstances.

Original articles

Original articles cover full reports of research work that must be written following the
guidelines (Form of Manuscripts) with the minimum length that requires for precise
description and clear interpretation of theoretical or experimental work. It should not
exceed eight (8) printed pages (double-spaced, typewritten 16 pages) including the
figure(s), table(s) and references.

Short communications and case reports

Short communications are intended to rapidly communicate novel ideas and results in
new and developing areas of veterinary science, but which are insufficient to fill the
requirements of a full-length article. Case reports deal with important issues to clinicians
and biomedical researchers. They should not exceed the following maximums, four (4)
printed pages (double-spaced, typewritten 8 pages) including the figure(s) and table(s);
one-paragraph abstract, 100 words; number of references, 15; number of figure parts,
2; table, 1. Do not use section heading in the body of the short communication and case
report; introduction, materials and methods, results and discussion should be in a single
section. The references section is identical to that of articles. To be considered for
publication in the J Vet Sci, a single case report must meet the following requirements.
1. Must describe a significantly novel presentation (clear pathological diagnosis
required)

2. Must describe a clinical technique or treatment that would significantly change the

course and prognosis of the described disease (in this case more than one case
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recommended)

3. Must be the definite first clinical report or first case(s) of diseases in a particular
location with epidemiologic fator.

4. Must explain the best practice pursued

Errata

The Erratum section provides a means of correcting errors that occurred during the
writing, typing, editing, or printing of a published article. Send Errata directly to the
Editorin- Chief. Please see a recent issue for correct formatting.

Retractions

Retractions are reserved for major errors or breaches of ethics that, for example, may
call into question the source of the data or the validity of the results and conclusions of
an article. Send a Retraction and an accompanying explanatory letter signed by all of
the authors directly to the Editor-in-Chief of the journal. The editor who handled the
paper and the chairman of the Editorial Board will be consulted.

® Instructions to Author

Manuscript Format
All materials must be written in proper and clear English. The manuscript, prepared
according to "Uniform Requirements for Manuscripts" submitted to the J Vet Sci, is not

returned to the corresponding author because of the incorrectness of the format.

The manuscript including tables and their footnotes, and figures legends, must be typed
in double space on A4 size (21 x 28 cm) white paper, with a margin of at least 2.5 cm
on each every side. Materials should be prepared with a letter quality printer using
ragged right margin and standard 12 point font (Times New Roman style). Good quality
photocopies are acceptable. The manuscript should be in the following sequence:
abstract and keywords, introduction, materials and methods, results, discussion,
acknowledgments, conflict of interest, references, tables, and figure legends.
The copyright assignment form, cover letter, title page should be uploaded separate file.
The abstract, references, each table and figure legend should start with a new page. All
pages should be numbered consecutively starting from the title page. All tables and
figures are to be numbered consecutively using Arabic numerals. Their approximate

positions should be indicated in the appropriate margin of the typescript. The average
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size of original articles is around eight (8) printed pages including table( s), figure(s) and
references (double-spaced, typewritten 16 pages). A short communication and case
reports are four (4) printed pages (double-spaced, typewritten 8 pages) including the
figure(s) and table(s), and there is no size limitation for reviews.

Cover letter

The corresponding author must give written assurance that neither the submitted
materials nor portions therefore have been published previously or are under
consideration for publication elsewhere. When more than one related manuscript has
been published or is under consideration for publication by this or other journals,
authors are required to declare this in their letter and to enclose copies of those
publications for an editorial perusal. Failure to do so may lead to automatic rejection of
the submitted manuscript.
The corresponding author should certify that all listed authors participated meaningfully
in the study and that they have seen and approved the final manuscript.

Title page

This should be contain the title of an article, full names of author(s) and institutional
affiliation(s). If several authors, and institutions are listed, they should be clearly
indicated with which department and institution each author is affiliated. In separate
paragraph, address for correspondence, including the name of corresponding author,
address (institutional affiliation, city, zip-code and country), telephone and fax number,
and e-mail address, should be given. Information concerning sources of financial
support should be placed as an acknowledgment. A running title, less than ten words,
should not be declarative or interrogative sentences.

1. Title : Titles should be brief but informative. It is important for literature retrieval to
include the key words in the title which are necessary to identify the nature of the
subject matter, including the species of the animal on which the work is done. Use of
expressions such as "Studies on .......... " "Observation of ......... " or "Effects of ....... "
should be avoided, since they are not sufficiently informative. Chemical formulas or
abbreviations should not be used. Titles in the form of declarative or interrogative
sentences are not encouraged. Also, do not use Roman or Arabic numerals to
designate that the paper is one in a series.

2. Authors and Affiliation : Authors are urged to include their full names (e.g. Michael

Johns, David N. Fisher, Ana M. Fernandez Cabrera etc.). Confusion often arises in the
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literature when authors are identified by surname and initials only. Authors' academic
degrees should not be included. The full name of institutions and subsidiary
departments should be given, together with a useful address including postal code. If
several authors and institutions are listed on a paper, it should be clearly indicated with
which department and institution each author is affiliated. The affiliation address in each
case should be indicated by superscript.

3. Running title : A brief running title should be provided, not to exceed ten words. If
running title is declarative or interrogative sentences, it is not acceptable.

Abstracts

Abstract should be concise less than 200 words for original article (100 words in case of
short communication and case report) and describe in one paragraph, concisely
purpose, methods, important results and describe conclusion of the study, but not
repeat information already presented in the title. It should be suitable for direct inclusion
in Index Medicus/Medline and CAB/ Index Veterinarius.

Keywords

This is a list important terms relevant to the content of paper. Up to 5 keywords should
be listed at the bottom of abstract to be used as index terms. For the selection of key
words, please refer Medical Subject Heading (MeSH) in Index Medicus/Medline
Introduction

This is a brief background. It is not necessary to include all of the background literature.
Brief reference to the most pertinent generally is enough to inform readers with findings
of others in the field. The specific questions to be addressed the study should also
described. It should not contain either authors' result and conclusion.

Materials and Methods

Experimentation of the experimental methods should be concise but sufficient for
repetition by other qualified investigators. Procedures that have been published
previously should not be described in detail, but merely cited with appropriate
references. However, new or significant modifications of previously published
procedures need full descriptions. The sources of special chemical( s), equipment(s) or
preparation(s) should be given along with their company name and country. All
chemicals and reagents should be used a generic name but not brand name. For
animal experimentation reported in this Journal, it is expected that the "Guide for the

care and use of laboratory animals" approved by the National Research Council(ILAR)
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in USA will have been observed. We encourage that the ethical guidelines of animal
welfare committee should be cited. Research on humans must be approved by IRB.
Please refer the Declaration of Helsinki (www.wma.net).

Results

This part should be included a concise textual description of the data presented in
tables and figures. Repetition of the same data in different forms should be avoided.
The results should not included materials appropriate to the discussion.

Discussion

In this section, the data should be interpreted concisely without repeating material
already presented in the results section. It should be considered the results in relation to
any hypotheses advanced in the introduction. This may include an evaluation of the
methodology and of the relationship of new information to the knowledge in that field.
Acknowledgments

All person who have made a genuine contribution and who endorse the data and
conclusions may be included. Authors are responsible for obtaining written permission
to use any copyrighted text and/or illustration

Conflict of Interest

Conflict of interest exists when an author (or the author's institution), reviewer, or editor
has financial or personal relationship that inappropriately influence his/her actions (such
relationships are also known as dual commitments, competing interests, or competing
loyalties). All authors should disclose their conflict of interest, i.e., (1) financial
relationships such as employment, consultancy, stock ownership, honoraria, paid expert
testimony, (2) personal relationship, (3) academic competition, and (4) intellectual
passion. These conflicts of interests must be included in the end of manuscript.
References

The references section must include all relevant published works, and all listed
references must be cited in the text. Arrange the references in alphabetical order by the
first author's surname, and number the entries consecutively. And the cited references
in the text should be cited by their list number. Cite each listed reference in the text by
number in square brackets. Journal name should be abbreviated in accordance with the
style of Index Medicus/Medline (www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.ntml). The number of
references should be less than forty (40) for original article and fifteen (15) for short
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communication and case report. Follow the styles shown in the example

below: Endnote style

. Brock TD, Madigan MT. Biology of Microorganism. 5th ed. pp. 42-59, Prentice Hall,
Englewood Cliffs, 1988.

. Berghoff N, Suchodolski JS, Steiner JM. Association between serum cobalamin and
methylmalonic acid concentrations in dogs. Vet J 2012, 191, 306-311.

. Palmer N, Jensen ML, Raine H. Tumors of joint. In: Jubb KVF, Kennedy PC, Burke E
(eds.). Pathology of Domestic Animals. 2nd ed. pp. 140-144, Academic Press, San
Diego, 1993.

. Rogers PL, Lee KJ, Skotnicki ML, Fiecher DE (eds.). Advances in Biochemical
Engineering. Vol. 23. pp. 15-25, Springer-Verlag, Berlin, 1999.

. Alberghina D, Amorini AM, Lazzarino G. Modulation of peripheral markers of the
serotoninergic system in healthy horses. Res Vet Sci 2010. Epub ahead of print. doi:
10.1016/j.rvsc.2010.06.023.

The following types of references are not valid for listing: unpublished data, personal
communication, manuscripts in preparation or submitted, pamphlets, thesis for a
degree, proceedings, abstracts, patents, newsletters, website, in press and material that
has not been subjected to peer review. However, article(s) that can be available in
Medline/PubMed and SCOPUS can be used as reference(s).

Tables and Figures

Tables should be typewritten separately from the text, double spaced, and each table
should include a title. Arrange the data so that columns of like material read down, not
across. Figures should be included separately from the text, and ordinarily be original
drawings. However, glossy photographs of line- drawing are usually satisfactory. In
each original line-drawing, letters or numbers should be left blank because they will be
typed in during printing. Letters or numbers should be included in the figures contained
in a submitted manuscript along with caption for figures. Figures should be submitted in
final size (printed 1 : 1). They may be printed in either single column (75 mm width) or
double column (165 mm width) format. The size of text in figures should be 8~10 points,
except for single letter markers which may be 12 points. Numbers, letters, and symbols
used in multi-paneled figures must be consistent. Authors should place explanatory
matter in footnotes, not in the heading. Explain in footnotes all nonstandard

abbreviations that are used in each table. For footnotes use the following symbols, in
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sequence: 5, T, T §, I, 1 INE Tt
Draw each curve with a different kind of line (solid, dashed, dotted) or with a different

symbol for the plotted points dot, triangle and square in order of o, e, A, A, O, m, O....

All figures should be created with applications that are capable of preparing high
resolution TIFF, JPEG or PPT files acceptable for publication. Diagrams and
photographs submitted in electronic format must be of the following minimum
resolutions:

*600 dpi for photographs or halftones with B/W, color or line art work as insets or
lettering

*1200 dpi for line art work and artwork with greyscale
All kinds of figures may be reduced, enlarged or trimmed for publication by the Editor.
The figure numbers should be appeared directly at the lower left corner. And then
symbols, arrows, or letters used in photographs could be possible to rearrange for
journal format.

Nomenclatures, Unit, and Abbreviations

Nomenclatures for chemicals and biochemicals, microorganism, and genes should
follow the guidelines in the instructions to authors of journals published by American
Society for Microbiology. Sl units (System International Unites) should be used
whenever possible. Abbreviations should be used for those recommended by IUPA-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature and Related Documents. In addition to
abbreviation to Sl unit, other common abbreviations may be used without definition. (the
same abbreviations are used for plural forms): hour(s) = h, minute(s) = min, second(s) =
sec, liter(s) = L, mililiter(s) = mL, meter(s) = m, centimeter(s) = cm, gram(s) = g,
miligram(s) = mg, microliter(s)= pL, micrometer(s) = pm, micron(s) = pm, standard

deviation = SD, standard error = SE, molar = M, mole = mol.

Alteration in proof

The J Vet Sci provides corresponding author with galley proofs for their correction.
Corrections should be kept to minimum. The Editor retains the prerogative to question
minor stylistic alterations and major alteration that might affect the scientific content of
the paper. Fault found after publication is a responsibility of the authors. We urge our
contributors to proofread and their accepted manuscript very carefully. The
corresponding author may be contacted by Editorial Office, depending on the nature of
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correction in proof. If the proof is not returned to Editorial Office within 48 hours, it may
be necessary to reschedule the paper for a subsequent issue. Extensive alteration in
proof cause delays in publication.

Publication is usually in order of acceptance after review. For publication, authors
should be charged the following fees.

Publication charge

The J Vet Sci will charge the publication cost to manuscript submitted from June 01,
2012.

Page charges

$ 300 for 3 printed pages

Additional pages: $50 per page

Color figure surcharges

$100 per page

English proofreading charges

Actual expense on an article

Reprints charges with shipping if required at published time
$50 for 50 copies, $80 for 100 copies

Reprints are normally shipped four (4) weeks after publication of the J Vet

Sci. Reprints Order Form |

Authorship policy

The J Vet Sci follows the recommendations for authorship by the International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE, 2010, http://www.icmje.org) and the
Good Publication Practice Guidelines by the Korean Association of Medical Journal
Editors (KAMJE, 2008, http://kamje.or.kr). The Uniform Requirements by the ICMJE
recommends authorship as follows. "Authorship credit should be based on 1)
substantial contributions to conception and design, acquisition of data, or analysis and
interpretation of data; 2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content; and 3) final approval of the version to be published. Authors should

meet conditions 1, 2, and 3." Beyond the ICMJE recommendations, the KAMJE
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guidelines suggest that all authors should make a substantial intellectual contribution to
the publication, the guidelines warn against authorship abuse, and list common types of

abuse.

Authorship is an important aspect of research publication, and all involved authors
should agree whole contents of the document including authorship. Contributors should
be differentiated from authors as recommended by the ICMJE.
The J Vet Sci does not correct authorship after publication unless any mistake has been
made by the editorial staff. Authorship may be changed before publication but after

submission when an authorship correction is requested by all authors involved.

Research and publication ethics

For the policies on the research and publication ethics not stated in this instructions,
'‘Good Publication Practice Guidelines for Medical Journals
(http://kamje.or.kr/publishing_ethics.html)', 'Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication
(www.icmje.org)' or 'Guidelines on good publication

(www.publicationethics.org.uk)' can be applied.

Submission of manuscript
One original manuscript with one set of original figure(s) or table(s) should be submitted
by online submission system. This submission should be completed by corresponding

author.

If there is any query concerning manuscript submission, contact by e-mail or fax on the
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