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PEREIRA, Ana Carolina. Estudo microbiologico das ceratites ulcerativas em cées. 2018. 48 fl.
Produtos do Curso de Pds-graduagdo Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Foram apresentados dois produtos finais, separados em capitulos, ao Programa de Pds-graduacéo
Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias. O primeiro capitulo é uma reviséo da literatura nas
normas da revista “Clinica Veterinaria”, intitulado “Aspectos clinicos e microbioldgicos da ceratite
ulcerativa em cdes — revisdo da literatura”. O capitulo 2 ¢ um projeto de pesquisa formatado nas
normas da revista “Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia” (ABMVZ), intitulado
“Estudo microbiologico das ceratites ulcerativas em caes”. Entre as doengas oculares em cdes, a
ceratite ulcerativa ocorre com maior frequéncia e pode estar associada a agentes bacterianos ou
flngicos. E uma afeccdo que requer atencdo e tratamento imediato, pois a progressdo é rapida e
pode se tornar uma ameaca a visdo do animal. O conhecimento prévio dos agentes envolvidos e da
sua sensibilidade aos antimicrobianos sdo fundamentais para a instituicdo da terapia adequada de
forma rapida, com o intuito de evitar progressdo da lesdo e o desenvolvimento de complicacdes. O
objetivo desse estudo foi identificar os microrganismos presentes com maior frequéncia na cornea
de cées com ceratite ulcerativa, e sua respectiva sensibilidade aos antimicrobianos mais utilizados
na rotina de oftalmologia veterinaria, no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de
Londrina, em Londrina, Parana. Observou-se crescimento bacteriano em 72,3% (20/36) das
amostras. Das culturas fungicas realizadas, em apenas uma houve crescimento de leveduras (1/36).
Os resultados evidenciaram que 52,5% dos isolados foram bactérias gram-positivas, e 47,5%
bactérias gram-negativas. A espécie predominante foi Staphylococcus intermedius group (20%),
seguida de Pseudomonas aeruginosa (17,5%). No antibiograma, a neomicina foi o antimicrobiano
mais eficaz contra o género Staphylococcus, apresentando eficacia de 87,5%, seguido da
gentamicina, com 80% de sensibilidade. As bactérias gram-negativas foram sensiveis
principalmente & moxifloxacina, ciprofloxacina, neomicina e gentamicina, variando a sensibilidade
de 83,3% a 85,7%. Observou-se alta porcentagem de resisténcia bacteriana a tetraciclina, tanto no
grupo de gram-positivas, como no grupo de gram-negativas, chegando a 60%. Dos 40 isolados
bacterianos, seis foram bactérias com perfis de resisténcia incomum na medicina veterinaria, entre
elas, quatro Staphylococcus spp. MRSP (Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina),
uma Pseudomonas aeruginosa CR (resistente aos carbapenémicos) e uma Klebsiella pneumoniae
ESBL (produtora de betalactamase de espectro estendido). Esse resultado indica a necessidade do
conhecimento do perfil de sensibilidade frente aos farmacos antimicrobianos, além do seu uso de
forma mais racional.

Palavras-chave: cornea, cultura, oftalmologia veterinaria, Glcera.



PEREIRA, Ana Carolina. Microbiological study of ulcerative keratitis in dogs. 2018. 48p.
Dissertation — Professional Master’s Degree in Veterinary Clinics — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Two final products separated in chapters were presented to the Postgraduate Program Professional
Master’s Degree in Veterinary Clinics. The first chapter is a literature review within the norms of
the journal "Clinica Veterinaria”, entitled "Clinical and microbiological aspects of ulcerative
keratitis in dogs — Literature Review”. Chapter 2 is a research project formatted within the norms of
the "Brazilian Archive of Veterinary Medicine and Zootechnics” (ABMVZ), entitled
"Microbiological study of ulcerative keratitis in dogs”. Amongst ocular diseases in dogs, ulcerative
keratitis tends to occur more frequently and might be associated with bacterial or fungal agents.
This condition requires immediate attention and treatment, as the progression is rapid and may
impair the vison of the animal. Prior knowledge of the agents most likely to be involved as well as
their sensitivity to antimicrobials, are essential for the institution of the appropriate therapy in a
prompt way, thus avoiding injury progression and the development of complications. The aim of
this study was to identify the microorganisms present in the cornea of dogs with ulcerative keratitis
and their sensibility to the most commonly used antimicrobials in the routine of the veterinary
ophthalmology at the Veterinary Hospital of the State University of Londrina, in Londrina, Parana.
Bacterial growth was observed in 72.3% (20/36) of the samples. Only one of the fungal cultures
presented yeast growth (1/36). The results showed that 52.5% of the isolates were gram-positive
and 47.5% were gram-negative bacteria. The predominant species was Staphylococcus intermedius
group (20%), followed by Pseudomonas aeruginosa (17.5%). Neomycin was the most effective
antimicrobial against the genus Staphylococcus in the antibiogram, showing efficacy of 87.5%-
followed by gentamicin, with 80% sensitivity. Gram-negative bacteria was mainly susceptible to
moxifloxacin, ciprofloxacin, neomycin and gentamicin, varying its sensitivity from 83.3% to
85.7%. A high percentage of bacterial resistance to tetracycline was observed in both gram-positive
and gram-negative groups, reaching indexes of 60%. Of the 40 bacterial isolates, six samples
profiled unusual resistance in veterinary medicine, four of which being Staphylococcus spp. MRSP
(methicillin resistant Staphylococcus pseudintermedius), Pseudomonas aeruginosa CR (resistant to
carbapenems), and a Klebsiella pneumoniae ESBL (producer of extended spectrum betalactamase).
This result indicates the need to determine the sensitivity profile of antimicrobial drugs, in addition
to a more rational use.

Key-words: cornea, culture, veterinary ophthalmology, ulcer.
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Aspectos clinicos e microbioldgicos da ceratite ulcerativa em cées — revisao da
literatura

Ana Carolina Pereiral, Mirian Siliane Batista de Souza?

LAluna do Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias da Universidade Estadual de Londrina.

E-mail: anacarolina-p@hotmail.com

’Docente do Departamento de Clinicas Veterinarias da Universidade Estadual de Londrina

A ceratite ulcerativa é a doenca ocular que ocorre com maior frequéncia em cées. O uso
de antibacterianos topicos é a base do tratamento, com intuito de prevenir e tratar as
infeccdes frequentemente associadas a essa condicdo. A realizagdo de cultura e
antibiograma das Ulceras de coOrnea colaboram com o direcionamento da terapia
antimicrobiana. No entanto, devido ao fato de ser uma afeccdo que requer tratamento
imediato, deve-se iniciar a terapia com antimicrobianos de amplo espectro de acédo de
forma empirica antes dos resultados desses exames. O conhecimento prévio dos
microrganismos mais provavelmente envolvidos nas infeccfes e da sua sensibilidade aos
antimicrobianos sdo fundamentais para a instituicdo de um tratamento apropriado,para
gue se evitem demais complicacdes.

Unitermos: oftalmologia veterinaria, cornea, Ulcera, cultura bacteriana.

Clinical and microbiological aspects of ulcerative keratitis in dogs - literature review
Ulcerative keratitis is the ocular disease that occurs most frequently in dogs. The use of
topical antibacterials is the basis of the treatment, in order to prevent and treat infections
most commonly associated with this condition. The performance of culture and
antibiogram of corneal ulcers collaborate with the direction of antimicrobial therapy.
However, due to the fact that it is an illness that requires immediate treatment, therapy
with antimicrobial of broad spectrum of action of empirical form must be intiated before
exam results. Prior knowledge of the microorganisms most likely to be involved in
infections and their sensitivity to antimicrobials are keen to establishing appropriate
treatment, thus avoiding further complications.

Uniterms: veterinary ophthalmology, cornea, ulcer, bacterial culture.

Aspectos clinicos y microbioldgicos de la ceratitis ulcerativa en perros - revision de
la literatura

La ceratitis ulcerativa es la enfermedad ocular que ocurre con mayor frecuencia en perros.
El uso de antibacterianos topicos es la base del tratamiento, con la intencion de prevenir y
tratar las infecciones, frecuentemente asociadas. La realizacion de cultivo y antibiograma
de las ulceras de cOrnea, colaboran en dirigir la terapia antimicrobiana, pero debido al
hecho de ser una afeccion que requiere tratamiento inmediato, se debe iniciar la terapia
con antimicrobianos de amplio espectro de accion de forma empirica, resultados. El
conocimiento previo de los microorganismos mas probablemente implicados en las
infecciones, su sensibilidad a los antimicrobianos, y los antimicrobianos més eficaces, son
fundamentales para la instauracion de un tratamiento apropiado, y asi evitar
complicaciones.

Unitermos: oftalmologia veterinaria, cérnea, Ulcera, cultivo bacteriano.
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Introducéo

Entre as doencas oculares, a ceratite ulcerativa esta presente de forma rotineira na
clinica veterinaria. Devido as diversas causas que podem desencadear essa afeccao, €
considerada a doenca ocular mais comum em cées'?. Muitas vezes estid associada a
agentes bacterianos e mais raramente a fungos. A perda do epitélio da cornea que
acontece nessa afeccao, favorece a invasdo corneal por microrganismos patogénicos, e,
portanto, € uma condicdo que necessita que o tratamento seja instituido de forma rapida e
eficaz®4.

O tratamento, visa prevenir ou eliminar as infec¢des ja instaladas, e assim, impedir
a progressao da destruicdo de camadas da cornea ainda ndo comprometidas, além de
controlar a dor associada e fornecer o suporte necessario para que a cicatrizagédo ocorra?.
O tratamento, com uso de antimicrobianos deve ser iniciado assim que diagnosticada a
doenca, pois se ela se tornar infectada, seu processo de cicatrizacdo sera retardado,
impedindo que aconteca de forma adequada, o que ocasionara a piora do quadro clinico®.

A realizacdo tanto de cultura bacteriana, como de cultura fungica, e o antibiograma,
contribuem para determinar os agentes envolvidos e os antimicrobianos mais eficazes
para cada caso. E importante o conhecimento prévio dos organismos mais
frequentemente associados a essa afeccao, e sua sensibilidade aos antimicrobianos, para
a instituicdo do tratamento correto, com o intuito de evitar progressdo da lesdo e o
desenvolvimento de complicacdes®.

Anatomia da cOrnea

A cérnea é a parte anterior da tunica fibrosa do globo ocular, e esta localizada em
seu eixo central. Sua espessura pode variar entre 0,45 a 0,65 mm, e € dividida em cinco
camadas: o filme lacrimal, o epitélio corneal, o estroma, a membrana de Descemet e 0
endotélio’.

O filme lacrimal ndo € uma camada histologicamente visivel, mas participa da
protecdo e nutricdo da cornea, portanto considerada funcionalmente a camada mais
externa’. O epitélio é estratificado, pavimentoso, ndo queratinizado, formado por diversas
células em camadas, aderidas a uma membrana basal. O estroma é composto por
fibrécitos, ceratdcitos, colageno e substancia fundamental, correspondendo a 90% da
espessura total da cornea®. A membrana de Descemet é a membrana basal do endotélio,
trata-se de uma estrutura fina e elastica. O endotélio tem a espessura de uma célula e se
localiza posteriormente a membrana de Descemet®.

A cOrnea é totalmente transparente e avascular, trata-se de um tecido inervado por
fiboras nervosas sensoriais e autonémicas, sendo o tecido mais sensivel do organismo?®.
Ela se mantém transparente por ndo ter pigmentos, € hAo possuir vasos sanguineos ou
linfaticos. Além do fato das fibras coladgenas do estroma serem altamente organizadas, e
do epitélio ser ndo queratinizado®.

Ha ainda, um mecanismo necessario a manutencao da sua transparéncia, que €
responsavel por manter o seu estado de desidratagdo, chamado de estado de
deturgescéncia. Esse mecanismo ocorre pela agcao de bombas de Na+/K+, presentes
tanto no endotélio, como no epitélio, por meio do bombeamento continuo de liquidos
intersticiais para remocao do excesso de fluido?®,

E nutrida pelos vasos do limbo e pelo fluido da cAmara anterior't. O limbo é a zona
de transicdo entre a cérnea e a esclera, ele tem agdo importante nos processos
inflamatdrios, por meio dele, células inflamatérias e vasos sanguineos penetram na
cérnea, para estimular a formacdo de um novo epitélio corneal nas ceratites ulcerativas®?.
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Fisiopatogenia da ceratite ulcerativa

A ceratite ulcerativa, também conhecida por Ulcera de coérnea, consiste na
inflamacédo da cornea associada a perda do epitélio corneal, e pode ou nédo, estar
associada a perda de quantidades variaveis do estroma subjacente. Pode ser
classificada em superficial, profunda e descemetocele!®. Os sinais clinicos incluem dor,
fotofobia, blefaroespasmo, epifora, secrecdo ocular, hiperemia conjuntival, edema e
neovascularizacdo em cérnea, e uveite secundaria**4.

Nas ceratites ulcerativas superficiais h4 casos em que apenas o epitélio corneal é
lesionado, e ha casos em que ha também perda do estroma anterior. Ulceras profundas,
envolvem mais da metade da espessura da cornea, e podem decorrer de traumas, ou de
intercorréncias durante o0 processo de cicatrizacdo de Ulceras superficiais.
Descemetoceles séo lesdes profundas, que acometem o epitélio e o estroma, levando a
exposicdo da membrana de Descemet?!®,

As causas podem ser diversas, como trauma (abrasdo, corpos estranhos),
exposicdo quimica, infeccdo (bacteriana, fangica, viral), anormalidades ciliares
(distiquiase, triquiase, cilios ectopicos), palpebrais (entrépio), e do filme lacrimal
(alteracdes qualitativas e quantitativas)©1°,

Apo6s uma lesdo na cornea, durante as primeiras 24 horas ocorre migracao celular
para a area lesionada, seguida de mitose celular, que se inicia trés a quatro dias apos a
lesdo, com o objetivo de reposicdo das células epiteliais®. Apds trés a seis dias,
desenvolve-se vascularizacdo, com a funcdo de levar aporte sanguineo e células de
defesa até a lesdo?®,

O endotélio é responsavel por nutrir todas as camadas e por remover seus detritos,
além de fornecer novas células para membrana de Descemet, pois é a Unica camada que
ndo tem capacidade de regeneracgdo espontanea quando lesionada'4.

Na ceratite ulcerativa, as fibras colagenas do estroma, as quais possuem um
espacamento regular entre elas que mantém a transparéncia corneal, sofrem um
desarranjo e perdem sua organizacdo, levando a opacificacdo da cérnea. ISso ocorre
devido a presenca de edema corneal, que se caracteriza pelo excesso de liquido
internamente ao estroma, 0 que por sua vez, leva a separacdo e desorganizacédo das
fibras de colageno™®.

O edema de cdrnea acontece por falha na acdo das bombas de Na+/K+, e
resulta na perda da transparéncia da coOrnea, por uma coloracdo cinza-azulada e
aumento da sua espessura®’.

AfeccOes da cornea associadas a agentes bacterianos sédo frequentes em cées e
menos frequente em gatos®. A defesa da cérnea contra invasdes bacterianas é formada
pela integridade das suas barreiras anatémicas, juntamente com o sistema imune. O
epitélio da cornea é uma das primeiras barreiras que impedem a entrada de
microrganismos, portanto a ruptura dessa camada, como ocorre na ceratite ulcerativa,
pode favorecer a invasdo bacteriana'®.

Se a invasao bacteriana ocorrer, e nao for controlada de forma rapida, processos
inflamatorios crénicos irdo desencadear uma cascata de liberacdo enzimatica. Esta, por
sua vez, podera degradar o colageno estromal, resultando em degradacdo do tecido
sadio, e levando a uma aparéncia gelatinosa do estroma, chamado de “melting” ou
ceratomalacia, podendo progredir para perfuracdo ocular'®!®, Essas enzimas
degradativas sdo proteases e colagenases, produzidas pelas proprias células do
organismo, com a funcéo de remocao de células desvitalizadas e detritos da cornea, mas
podem também ser produzidas por alguns microrganismos, como bactérias do género
Pseudomonas, que produzem diversas enzimas que facilitam a sua penetracéo,
multiplicacdo e manutencdo na cérnea?.
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A resposta inflamatéria induzida pela ceratite, desencadeia mecanismos que levam
a uveite reflexa. Isso ocorre devido a quebra de barreiras hematoculares, com aumento
da permeabilidade vascular da Uvea, e participacdo de mediadores quimicos da
inflamac&o, que por sua vez sdo responsaveis por sinais como miose, dor, hiperemia
conjuntival e reducao da presséao intraocular®.

Microbiota residente x patogénica

Devido ao fato da superficie ocular ser rica em nutrientes, diversos microrganismos
sdo encontrados nela, os quais formam a microbiota ocular?l. Esses microrganismos
podem se tornar patogénicos a partir do momento em que ha lesdo na cérnea??. A
microbiota ocular normal de cdes vem sendo estudada ha alguns anos, e os estudos
indicam que os microrganismos isolados e as taxas de prevaléncia variam de acordo com
a localizacdo geografica, clima, técnica de coleta de material, tratamentos prévios e tipo
de afeccdo®2324,

Acredita-se que seja a fonte de bactérias que causam infeccédo, na maior parte das
ceratites ulcerativas. Mas para a infeccdo ser estabelecida, ha influéncia do sistema
imunologico, da viruléncia da bactéria envolvida e da presenca de agentes
oportunistas®24,

A microbiota do saco conjuntival pode ser dividida em organismos residentes e
patbgenos oportunistas. Os residentes consistem em organismos ndo invasivos,
considerados habitantes normais da conjuntiva e da cérnea caninas, eles geralmente sao
isolados de amostras da superficie ocular em grande numero. Estes, inibem o
crescimento de agentes patogénicos pela competi¢cdo nutricional, pelo espaco ocupado, e,
pela secrecdo de substancias ativas que inibem a microbiota transitéria. S&o importantes
para protecao ocular contra a infeccdo, e quando inibidos por alguma doenca ou pela
aplicacdo prolongada de antibioticos e/ ou corticosteroides, os patdégenos oportunistas
podem se expandir e desenvolver infeccdes®2°.

Fungos também sdo componentes da microbiota ocular de pequenos animais em
situacfes normais, e apesar de serem isolados com menor frequéncia que bactérias, a
invasao do estroma corneal por fungos comensais, ou a introducao desses através de um
corpo estranho vegetal, também podem ocorrer’.

Ao coletar amostras para cultura a partir da superficie ocular, para isolamento dos
microrganismos envolvidos, deve-se estar ciente de que o0 modo de coleta,
armazenamento e transporte de amostras sao essenciais para o diagndstico correto.
Também deve-se levar em consideracdo que o uso de corantes na forma de colirios para
diagnostico das ulceras de cérnea antes da coleta de amostras, pode inibir o crescimento
de microrganismos, devido a presenca de conservantes como veiculo?®. Além disso, meio
de transporte incorreto ou tempo prolongado antes da inoculacdo no meio de cultura,
podem levar a falha do diagnéstico?’.

Terapia antimicrobiana

A ceratite ulcerativa apos infectada tem seu processo de cicatrizacéo retardado, o
gue pode levar ao desencadeamento de complicagbes, como endoftalmite, glaucoma,
perfuracédo da cornea e perda da visdo®>®. Essa evolucédo ocorre devido ao envolvimento
bacteriano, pois h& liberacdo de enzimas proteoliticas e toxinas. Portanto, a terapia
antimicrobiana topica deve ser iniciada assim que o diagnostico for estabelecido, visando
a prevencdo e/ ou eliminagdo das infecgdes bacterianas!424,

No entanto, em alguns casos, a presenca de cepas resistentes aos antimicrobianos
disponiveis torna o tratamento dificil, passando ser uma ameaca a visdo?®. O surgimento
de microrganismos com resisténcia cada vez maior aos antimicrobianos deve-se ao fato
de muitos casos serem tratados de maneira errbnea, na maioria das vezes com a droga e
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a frequéncia de administracdo inadequados, o que resulta em um crescimento excessivo
de bactérias patogénicas, leveduras e fungos?.

A realizacao de cultura e antibiograma € indicada, e ira auxiliar na determinagéao da
terapia a ser mantida ou instituida, principalmente nos casos complicados e quando a
cicatrizacdo ndo ocorrer como esperada. Pelo fato de o tratamento ser iniciado antes dos
resultados dos exames, o conhecimento dos organismos mais comumente isolados e a
eficiéncia dos antibacterianos é fundamental para a instituicdo do tratamento mais
adequado de forma empirica e precoce®.

A citologia da cornea pode ser realizada utilizando a coloracdo de Gram, o que
pode colaborar de maneira rapida para determinar a presenca de bactérias gram-
positivas, gram-negativas, ou fungos, e, consequentemente, direcionar a terapia
antimicrobiana inicial'. Para tal exame, deve-se coletar material da porcdo da cérnea
afetada utilizando-se uma espatula de Kimura estéril, a parte oposta a regido de corte de
uma lamina de bisturi ou um swab estéril, apés instilacdo prévia de colirio anestésico®.

O diagnostico precoce e o tratamento apropriado sdo fundamentais para uma
recuperacdo bem-sucedidal. A terapia medicamentosa pode, algumas vezes, ser
combinada com o tratamento cirdrgico, o que € indicado em ulceras profundas, ou nos
casos em que o tratamento médico ndo esta atingindo o efeito desejado, levando ao
aumento da extenséo e/ ou profundidade da Ulcera?®:2°.

Os fatores a serem considerados para associacdo do tratamento cirdrgico séo
profundidade da ulceracéo, progressao da lesdo, presenca de infeccdo ou ceratomalécia,
doencas concomitantes (anormalidades ciliares, palpebrais ou do filme lacrimal, doencas
sistémicas) e estado geral de salide do paciente.

O tratamento cirargico tem como objetivo fornecer suporte e protecao para que a
cicatrizacdo ocorra, entre eles podem ser citados tarsorrafia, recobrimento de terceira
palpebra, ceratotomia, ceratectomia, recobrimentos conjuntivais, enxertos de conjuntiva
pediculados, implantes de membranas bioldgicas, transplante de cornea: Sempre
associados com terapia topica e uso de colar elisabetano, devido ao desconforto gerado
pela afeccéo, evitando autotraumatismos*>1516,

A frequéncia de aplicagdo dos colirios antimicrobianos varia de acordo com o tipo e
estdgio da Uulcera. Quadros com progressdo rapida ou “melting”, devem receber
aplicacdes a cada hora. Ulceras profundas requerem aplicacdes a cada trés a quatro
horas, enquanto que para lesbes superficiais, instilacbes a cada seis horas sao
suficientes, com o objetivo de prevenir infeccdes®. No caso de infecgGes ja instaladas, a
frequéncia deve aumentar conforme o grau de contaminacao®®1°.

Antibacterianos sistémicos sao indicados na presenca de perfuracdo de todas as
camadas da cornea, quando ha suspeita de endoftalmite, e ainda, quando néao for
possivel manter a frequéncia indicada do tratamento tépico®®. A via subconjuntival, tem
indicagao nas infec¢cbes graves, ou quando a terapia local ndo pode ser adequadamente
utilizada?®.

As classes de antimicrobianos mais utilizadas e disponiveis na forma de colirios
sdo aminoglicosideos e quinolonas. Ha4 também os disponiveis na forma de pomadas
oftdlmicas, como polimixina B, bacitracina, cloranfenicol e tetraciclina!®. H4 ainda, a opcéo
de manipulacdo na forma de solugcdo oftalmica, entre eles amicacina, neomicina,
norfloxacina e azitromicina.

O cloranfenicol possui amplo espectro de atuacéo, € bacteriostatico, mas apresenta
atividade reduzida contra Pseudomonas spp.'®. Entre os aminoglicosideos, a tobramicina
€ 0 mais utilizado, tem o espectro de acdo direcionado principalmente para as bactérias
gram-negativas. Do grupo das quinolonas, a ciprofloxacina, ofloxacina, gatifloxacina e
moxifloxacina possuem amplo espectro de acdo, sendo eficazes também contra
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Pseudomonas spp. Eles também sé&o indicados em lesdes que acometem camadas mais
profundas da cornea, com risco de perfuragéo e presenca de “melting™®.

Além da terapia antimicrobiana, ciclopégicos, como atropina e tropicamida, sdo
indicados para alivio do espasmo ciliar, aliviando a dor decorrente da contratura da
musculatura ciliar na uveite reflexa®®.

O wuso de inibidores de colagenases e proteases sao recomendados,
principalmente na presenca de ceratomalacia, objetivando reduzir a progressdo da
ulceracdo estromal, acelerar a reparacdo epitelial e reduzir a cicatriz formada. As
substancias mais utilizadas sdo N-acetilcisteina, soro sanguineo, EDTA e tetraciclinas?.

Entre os farmacos indicados para tratamento das ceratites micéticas, estdo
natamicina, miconazole, nistatina, anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e flucitosina. Os
antifingicos de uso sistémico tém sido adaptados para uso ocular. Inicialmente, a
frequéncia de instilacdo deve ser a cada uma hora, espacando-se as aplicacdes
posteriormente. Requerem tratamento prolongado, principalmente devido ao fato de os
agentes antifingicos serem fungistaticos, com duracdo de 21 dias, ou até resolucdo do
quadro. Devem ser associados a antibioticoterapia de amplo espectro®40,

Microrganismos envolvidos nas ceratites ulcerativas

Alguns estudos realizados tanto no Brasil, como em outros paises, com 0 objetivo
de avaliar a presenca de microrganismos presentes nos olhos de cées com ceratite
ulcerativa, apresentaram resultados semelhantes e demostraram que na grande maioria
das culturas realizadas ha crescimento bacteriano, variando de 70% a 100%33:34:36,

As bactérias isoladas do saco conjuntival de animais higidos podem ser as
mesmas isoladas de ulceracdes corneais, sendo principalmente dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Moraxella e Proteuss. Outros estudos
mostraram que a microbiota predominante no saco conjuntival de olhos saudaveis pode
ser do género Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria, Enterobacteriaceae e
Pseudomonas?®3t:32,

As bactérias gram-positivas predominam, estando presentes em 78% a 93,1% dos
casos. Dentre as bactérias isoladas, as do género Staphylococcus aparecem em primeiro
lugar, seguido dos grupos Streptococcus, Corynebacterium e Pseudomonas3?3334, Esses
resultados diferem apenas de um trabalho realizado em Valinhos, no qual as bactérias
gram-negativas foram encontradas em maior quantidade, em 48% das amostras,
enquanto que 42% eram ram-positivas. Pseudomonas aeruginosa foi isolada em quase
33% das amostras do grupo gram-negativas, o que chama bastante atencdo, devido a
sua patogenicidade®!.

Em cdes e gatos € incomum a associagcdo de fungos em lesGes na cornea,
podendo ser vista com maior frequéncia em humanos e cavalos?. Sdo considerados
patdgenos oportunistas, principalmente quando ha um defeito no epitélio corneal,
possibilitando sua invasdo na cornea. A forma mais comum de entrada é por meio de
traumas, particularmente, na presenca de matéria organica, vegetal ou terra. O uso
prolongado de antimicrobianos e/ou corticosterdides também é um fator predisponente,
devido a diminuicdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro e da microbiota residente,
considerada uma protecéo contra microrganismos patogénicos3°3,

Fungos fazem parte da microbiota conjuntival de pequenos animais, mas Sao
menos frequentemente isolados. Em um estudo realizado em 2007, os autores mostraram
gue 22% das culturas fungicas foram positivas em cées, e 40% em gatos’. Outros autores
encontraram taxas mais baixas, 10% em cées, e 26% em gatos?3.

Fusarium e Aspergillus sdo os fungos isolados com maior frequéncia em ceratites
micéticas, as quais podem ser ulcerativas ou ndo ulcerativas®’. Candida albicans,
Aspergillus e Alternaria também foram citados como fungos mais comumente isolados®.
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Outros, previamente relatados em cdes com ceratite micotica, foram Acremonium,
Cephalosporium, Curvularia, Hormographiella, Pseudallescheria e Scedosporium?: 8,

Alguns autores relatam que os microrganismos da superficie ocular também podem
sofrer influéncia com a idade do animal, de acordo com a raga, e se vive em ambiente
externo ou interno?3,

Consideracdes finais

A selecdo dos antimicrobianos no tratamento de ceratite ulcerativa deve ser
baseada na identificacdo dos microrganismos envolvidos e sua sensibilidade
antimicrobiana. No entanto, na maioria das vezes, essas informacdes ndo podem ser
obtidas devido ao fato do tratamento ter que ser instituido de imediato. Portanto, o estudo
dos provaveis agentes, sua sensibilidade, e antimicrobianos mais eficazes, se faz de
grande importancia.
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RESUMO

Entre as doencas oculares em cées, a ceratite ulcerativa ocorre com maior frequéncia. Pode
estar associada a agentes bacterianos ou fungicos, e trata-se de uma afeccdo que requer
atencdo e tratamento imediato, pois a progressdo é rapida e pode se tornar uma ameaca a
visdo. O conhecimento prévio dos agentes mais provavelmente envolvidos e da sua
sensibilidade aos antimicrobianos, sdo fundamentais para a instituicdo da terapia adequada de
forma rapida, com o intuito de evitar progressdo da lesdo e o desenvolvimento de
complicacdes. O objetivo desse estudo foi identificar os microrganismos presentes com maior
frequéncia na cornea de cdes com ceratite ulcerativa, e sua respectiva sensibilidade aos
antimicrobianos mais utilizados na rotina de oftalmologia veterinaria, no Hospital Veterinario
da Universidade Estadual de Londrina, em Londrina, Parand. O estudo foi realizado no
periodo de outubro de 2017 a abril de 2018, e foram incluidos 32 cdes com ceratite ulcerativa,
dos quais foram adquiridas 36 amostras da cornea utilizando swab, para isolamento bacteriano
e fangico, e avaliagdo da susceptibilidade antimicrobiana. Observou-se crescimento
bacteriano em 72,3% das amostras. Das culturas fungicas realizadas, em apenas uma houve
crescimento de leveduras. Os resultados evidenciaram que 52,5% dos isolados foram bactérias
gram-positivas, e 47,5% bactérias gram-negativas. A espécie predominante foi
Staphylococcus intermedius group (20%), seguida de Pseudomonas aeruginosa (17,5%). No
antibiograma, a neomicina foi o antimicrobiano mais eficaz contra o género Staphylococcus,
apresentando eficacia de 87,5%, seguido da gentamicina, com 80% de sensibilidade. As
bactérias gram-negativas foram sensiveis principalmente a moxifloxacina, ciprofloxacina,
neomicina e gentamicina, variando a sensibilidade de 83,3% a 85,7%. Observou-se alta
porcentagem de resisténcia bacteriana a tetraciclina, tanto no grupo de gram-positivas, como
no grupo de gram-negativas, chegando a 60%. Dos 40 isolados bacterianos, seis foram
bactérias com perfis de resisténcia incomum na medicina veterinaria, destas, quatro
Staphylococcus spp. MRSP (Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina), uma
Pseudomonas aeruginosa CR (resistente aos carbapenémicos) e uma Klebsiella pneumoniae
ESBL (produtora de betalactamase de espectro estendido). Esse resultado, indica a
necessidade do conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias isoladas dos olhos de
cdes com ceratite ulcerativa, frente aos farmacos antimicrobianos, além do seu uso mais
racional. Neomicina e gentamicina foram os antimicrobianos que apresentaram melhor acéo
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas simultaneamente.

Palavras-chave: cérnea, cultura, oftalmologia veterinaria, Ulcera.
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ABSTRACT

Amongst ocular diseases in dogs, ulcerative keratitis tends to occur more frequently and
might be associated with bacterial or fungal agents. This condition requires immediate
attention and treatment, as the progression is rapid and may impair the vison of the animal.
Prior knowledge of the agents most likely to be involved as well as their sensitivity to
antimicrobials, are essential for the institution of the appropriate therapy in a prompt way,
thus avoiding injury progression and the development of complications. The aim of this study
was to identify the microorganisms present in the cornea of dogs with ulcerative keratitis and
their sensibility to the most commonly used antimicrobial in the routine of the veterinary
ophthalmology at the Veterinary Hospital of the State University of Londrina, in Londrina,
Parana. Thirty-two dogs with ulcerative keratitis were included in the study, from which 36 corneal
samples were obtained using swab for bacterial and fungal isolation and antimicrobial susceptibility
assessment. Bacterial growth was observed in 72.3% of the samples. Only one of the fungal
cultures presented yeast growth. The results showed that 52.5% of the isolates were gram-
positive and 47.5% were gram-negative bacteria. The predominant species was
Staphylococcus intermedius group (20%), followed by Pseudomonas aeruginosa (17.5%).
Neomycin was the most effective antimicrobial against the genus Staphylococcus in the
antibiogram, showing efficacy of 87.5%- followed by gentamicin, with 80% sensitivity.
Gram-negative bacteria was mainly susceptible to moxifloxacin, ciprofloxacin, neomycin and
gentamicin, varying its sensitivity from 83.3% to 85.7%. A high percentage of bacterial
resistance to tetracycline was observed in both gram-positive and gram-negative groups,
reaching indexes of 60%. Of the 40 bacterial isolates, six samples profiled unusual resistance
in veterinary medicine, four of which being Staphylococcus spp. MRSP (methicillin resistant
Staphylococcus pseudintermedius), a Pseudomonas aeruginosa CR (resistant to
carbapenems), and a Klebsiella pneumoniae ESBL (producer of extended spectrum
betalactamase). This result indicates the need to determine the sensitivity profile of
antimicrobial drugs, in addition to a more rational use. Neomycin and gentamicin were the
antimicrobials that showed the best action against gram-positive and gram-negative bacteria,

simultaneously.

Key-words: cornea, culture, veterinary ophthalmology, ulcer.
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INTRODUCAO

A ceratite ulcerativa é considerada a doenca ocular mais comum em cées, estando muito
presente na rotina clinica, devido as diversas causas que podem desencadear essa afeccéo
(Ollivier, 2003; Gilger, 2007). Pode estar associada a agentes bacterianos e mais raramente
fangicos, pois a perda do epitélio da cérnea, que acontece na ceratite ulcerativa, favorece a
invasdo corneal por microrganismos patogénicos

A terapia, de forma geral, visa prevenir ou eliminar infeccBes ja instaladas, e assim,
impedir a progressdo da destruicdo das camadas da cornea ainda ndo comprometidas, evitar as
possiveis complicacdes, além de controlar a dor associada e fornecer o suporte necessario
para que a cicatrizacdo ocorra (Ollivier, 2003). O tratamento com uso de antimicrobianos
deve ser iniciado assim que diagnosticada a Ulcera pois, se ela se tornar infectada, seu
processo de cicatrizacdo é retardado, impedindo que aconteca de forma adequada, o que
ocasiona a piora do quadro clinico (Gelatt, 2000). Portanto, a Ulcera de cornea é uma condicdo
em que se necessita instituir o tratamento de forma rapida e eficaz (Gerding e Kakoma, 1990;
Slatter, 2005).

A realizacdo tanto de cultura bacteriana, como de cultura fingica, e o antibiograma
contribuem para determinar os agentes envolvidos, bem como colaboram na escolha dos
antimicrobianos mais eficazes para cada caso. Mas devido ao fato das Ulceras de cornea
poderem ter progressao rapida e se tornarem graves, passando a ser potenciais ameacas a
visdo, a terapia com antimicrobianos deve ser iniciada antes dos resultados desses exames.
Portanto, é essencial o conhecimento prévio de tais informacg®es, para direcionar a terapia a
ser instituida (Gerding et al., 1988).

Considerando a importancia do tratamento adequado da ceratite ulcerativa, o presente
estudo teve por objetivo identificar os microrganismos presentes com maior frequéncia na
cornea de cdes com essa afeccdo e determinar a sensibilidade aos antimicrobianos mais
utilizados na rotina de oftalmologia veterinaria no Hospital Veterinario da Universidade

Estadual de Londrina .

MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina, protocolo 321.2017.90, em 11 de abril de 2017.

Foram incluidos neste estudo 32 cdes atendidos pelo servico de Oftalmologia

Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, e diagnosticados
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com ceratite ulcerativa, no periodo de outubro de 2017 a abril de 2018. Trinta e seis amostras
foram obtidas, 28 de cdes com Ulcera de cdérnea unilateral, e quatro de cdes com ulcera de
cérnea bilateral, as quais foram utilizadas para a realizacdo de exame microbiolégico, além do
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.

O diagnostico foi realizado utilizando-se o corante fluoresceina em tiras de papel
impregnadas com o mesmo (Drogavet®, Brasil) (Fig.1). Foi considerada Ulcera de cdrnea
toda area corada pela fluoresceina (Fig.2).

O colirio Fluoresceina (fluoresceina sddica 1%, Allergan®, Irlanda) apresenta em sua
composi¢do um veiculo conservante, o tiomersal (Netto e Pereira, 1998). Pelo risco de inibir o
crescimento de agentes bacterianos e fungicos, optou-se pelo uso da fluoresceina em tiras de
papel, para que isso nao interferisse nos resultados.

Figura 1. A- Imagem fotografica da fluoresceina em tiras de papel (Drogavet®, Brasil). Be C
— Imagens fotogréficas da realizacdo do exame de fluoresceina, utilizando o corante em tiras

de papel.

A @ S

Fonte: Arun ivo pessoal.

Figura 2. Imagem fotogréafica do exame de fluoresceina positivo em um cdo com ceratite
ulcerativa.

Fonte: Arquivo pessoal.

Posteriormente ao diagndstico e exame oftalmoldgico de rotina, os animais receberam

uma gota de colirio anestésico no olho afetado (armazenado em temperatura ambiente),
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contendo cloridrato de tetracaina e cloridrato de fenilefrina (Allergan®, Irlanda), sem limpeza
prévia, apenas se houvesse grande quantidade de secrecdo ocular limpava-se com solucdo
fisiologica estéril e gaze.

Em seguida, foi realizada a coleta de amostra para exame microbiolégico. Foi utilizada
uma haste flexivel com ponta de algoddo estéril (swab), umedecido com solucdo fisioldgica
estéril, que foi passada sobre a lesdo para colheita do material a ser analisado, sem tocar
quaisquer estruturas ao redor (Fig.3). Esse swab foi introduzido em meio de transporte com
agar Stuart (Absorve®) (Fig.4) e transportado para o setor de Microbiologia do Laboratério
de Habilidades Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de
Londrina, onde foram realizados os isolamentos bacterianos.

Figura 3. Imagem fotografica da colheita de amostra de uma Ulcera de cornea com swab.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 4. Imagem fotografica de um tubo com meio de transporte agar Stuart (Absorve®).

Fonte: Arquivo pessoal.

No laboratorio os swabs foram removidos do tubo contendo &gar Stuart® e
reintroduzidos em um meio de cultura liquido, o Caldo Soja Tripticaseina (Tryptic Soy Broth-
TSB®), e incubados a 37°C (+/- 2), por 16 a 24 horas. Posteriormente, o caldo foi sub-
cultivado em placas contendo agar MacConkey® (Merck Sharp & Dohme), &gar Sangue
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Columbia® (Merck Sharp & Dohme), e agar Cromogénico® para uropatdgenos (bioMérieux
BRASIL), e incubados a 37°C por 24 horas.

As colbnias foram identificadas utilizando-se metodologia padronizada por Jorgensen et
al. (2015). Para identificacdo dos bacilos gram-negativos que cresceram no agar MacConkey,
foram utilizados EPM, MILI (motilidade, indol e lisina), Citrato, Arginina de-hidrolase e
Ornitina descarboxilase.

As colbnias que foram isoladas em agar Sangue e agar Cromogénico, foram analisados
inicialmente por exame microscopico. Os cocos gram-positivos foram submetidos ao teste de
producdo de catalase. Aqueles que apresentaram teste positivo, foram avaliados quanto a
capacidade de fermentar manitol, degradar acidos nucleicos por meio da inoculacdo em agar
DNAse, resistir a acdo de polimixina e novobiocina, produzir pigmento amarelo, e causar
hemolise em agar Sangue.

Para as coldnias que ndo produziram catalase, foram realizados os testes de hidrélise da
esculina, crescimento em caldo NaCl 6,5%, teste de CAMP (Christie, Atkins e Munch-
Petersen) e sensibilidade a bacitracina, para diferenciacdo de Estreptococos e Enterococos.
Quando necessario, os isolados foram identificados por metodologia automatizada Vitek® 2
(bioMérieux Brasil), de acordo com recomendacdes do fabricante.

A sensibilidade a antimicrobianos foi determinada por disco difusdo de acordo com
padronizacdo do Clinical Laboratory Standards International (CLSI, 2017). Os
antimicrobianos testados nesse estudo foram aqueles mais comumente utilizados para o
tratamento dessa afeccdo na medicina veterindria e que estdo disponiveis em formulacao
oftdlmica, como gentamicina, amicacina, tobramicina, neomicina, ciprofloxacina,
moxifloxacina, ofloxacina, tetraciclina, azitromicina e cloranfenicol. Além dos
antimicrobianos utilizados para determinar perfil de susceptibilidade e resisténcia bacteriana,
como oxacilina, imipenem e meropenem.

As culturas fungicas foram realizadas no setor de Microbiologia do Laboratério de
Habilidades Farmacéuticas, em parceria com o Laboratorio de Micologia Veterinaria do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, da Universidade Estadual de Londrina.
Para sua realizacéo, foi coletada amostra com swab estéril umedecido com solucdo fisioldgica
estéril, o qual foi utilizado para semeadura em duplicata em agar Sabouraud Dextrose. As
placas foram incubadas a 25°C por até 30 dias, e a 37 °C por até 7 dia. A identificacdo flngica
foi realizada pela avaliacdo das caracteristicas morfologicas das colénias e utilizando o
método de coloracdo Pandtico Rapido.

Os dados foram tabulados com o auxilio informatico do Microsoft Office Word® e
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Microsoft Office Excel® para posterior analise estatistica descritiva.

RESULTADOS

Foram coletadas 36 amostras, destas, 26 (72,3%) apresentaram crescimento bacteriano e
10 (27,7%) tiveram resultado negativo. Em 15 amostras foi isolado um Gnico microrganismo,
em nove amostras foram isolados dois microrganismos diferentes, e em duas amostras foram
isolados trés e quatro agentes bacterianos, respectivamente. Totalizando 40 isolados
bacterianos.

Quase metade das bactérias isoladas pertencia ao grupo das gram-negativas (47,5%),
enguanto que 52,5% foram classificadas como gram-positivas (Tab.1). A espécie isolada em
maior porcentagem foi Staphylococcus intermedius group (20%), seguida de Pseudomonas

aeruginosa (17,5%).

Tabela 1. Frequéncia de agentes isolados da cornea de cdes com ceratite ulcerativa, atendidos
pelo Servico de Oftalmologia Veterinaria do Hospital Veterinario de Londrina, no periodo de
outubro de 2017 a abril de 2018.

AGENTE NUMERO DE ISOLADOS / TOTAL %
GRAM-POSITIVO

Staphylococcus intermedius group 8/40 20
Staphylococcus sp. 7140 17,5
Streptococcus sp. 5/40 12,5
Enterococcus spp. 1/40 2,5
Sub-total 21 /40 52,5
GRAM-NEGATIVO

Pseudomonas aeruginosa 7140 17,5
Acinetobacter baumannii 4140 10,0
Klebsiella pneumoniae 3/40 7,5
Escherichia coli 2140 5,0
Serratia spp. 2140 5,0
Proteus mirabilis 1/40 2,5
Sub-total 19/40 47,5
Total 40 100%

Entre as bactérias gram-positivas, as do género Staphylococcus spp. foram isoladas
com maior frequéncia, representando 71,43% do grupo, e 37,5% do total. Staphylococcus
intermedius group foi a espécie desse género identificada com maior frequéncia,

representando 53,3%. As demais bactérias gram-positivas isoladas foram Streptococcus spp.,
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representando 23,8% do grupo, e Enterococcus spp., com somente um isolado.

Do grupo das gram-negativas, foram observadas em maior ocorréncia bactérias do
género Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp, cada um representando 36,84% e 21,05% do
grupo, respectivamente. Os demais do grupo (42,1%) foram as enterobactérias Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Serratia spp. e Proteus mirabilis.

No antibiograma, o farmaco que mostrou eficacia contra a maior proporcao de
Staphylococcus spp. foi a neomicina, com 87,5% de sensibilidade (Tab.2). Em 12,5% das
bactérias, ele mostrou eficicia intermediaria, e nenhuma resisténcia foi obtida. Enquanto que
50% do género apresentou resisténcia a tetraciclina. Os niveis de resisténcia obtidos a

ciprofloxacina, ofloxacina e moxifloxacina foram similares, variando de 36,3% a 37,5%.

Tabela 2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias gram-positivas isoladas da
cérnea de cdes com ceratite ulcerativa, atendidos pelo Servico de Oftalmologia Veterinaria do

Hospital Veterinario de Londrina, no periodo de outubro de 2017 a abril de 2018.

Staphylococcus spp. Streptococcus spp.

Antimicrobiano S (%) R (%) 1(%) N2 amostras S(%) R(%) 1(%) N2 amostras

testadas testadas
Amicacina - - - - - - - -
Gentamicina 80 6,7 13,3 15 - - - -
Neomicina 87,5 0 12,5 8 0 100 0 2
Tobramicina 62,5 25 12,5 8 0 100 0 2
Ciprofloxacina 63,7 36,3 0 11 - - - -
Ofloxacina 62,5 37,5 0 8 100 0 0 2
Moxifloxacina 62,5 37,5 0 8 100 0 0 2
Tetraciclina 50 50 0 14 20 60 20 5
Cloranfenicol 78,6 21,4 0 14 100 0 0 5
Azitromicina 71,4 28,6 0 7 100 0 0 2

S: sensivel; R: resistente; I: intermediario.

Para 0 género Streptococcus o0s antimicrobianos ofloxacina, moxifloxacina,
cloranfenicol e azitromicina tiveram 100% de eficécia. Ja a tetraciclina mostrou apenas 20%
de eficacia. Além de 20% de eficacia intermediaria e 60% de resisténcia.

Nenhum antimicrobiano se mostrou 100% eficaz contra as bactérias gram negativas
(Tab.3). Estas, apresentaram maior resisténcia a tetraciclina e ao cloranfenicol, 43,7% e

37,5% respectivamente. Foram sensiveis principalmente a moxifloxacina, ciprofloxacina,
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neomicina e gentamicina, variando a sensibilidade de 83,3% a 85,7%.

Foram isoladas seis bactérias com perfis de resisténcia incomum na medicina
veterinaria, quatro Staphylococcus spp. MRSP (Staphylococcus pseudintermedius resistente a
meticilina), uma Pseudomonas aeruginosa CR (resistente aos carbapenémicos) e uma

Klebsiella pneumoniae ESBL (produtora de betalactamase de espectro estendido).

Tabela 3. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias gram-negativas isoladas da
cdrnea de cdes com ceratite ulcerativa, atendidos pelo Servico de Oftalmologia Veterinaria do
Hospital Veterinario de Londrina, no periodo de outubro de 2017 a abril de 2018.

Gram-negativas

Antimicrobiano S (%) R (%) 1(%) N2amostras testadas
Amicacina 77,8 16,7 5,5 18
Gentamicina 83,3 16,7 0 18
Neomicina 84,6 15,4 0 13
Tobramicina 64,3 28,6 7,1 14
Ciprofloxacina 83,3 16,7 0 18
Ofloxacina 71,4 28,6 0 14
Moxifloxacina 85,7 14,3 0 14
Tetraciclina 43,7 43,7 12,6 16
Cloranfenicol 50,0 37,5 12,5 8

Azitromicina - - - -

S: sensivel; R: resistente; I: intermediario.

Pseudomonas aeruginosa demonstraram diferentes niveis de resisténcia aos antibioticos
testados, que variaram de 14,3%, para ciprofloxacina, a 60%, para tetraciclina. Uma das
bactérias isoladas apresentou resisténcia a oito antimicrobianos estudados. A maior
sensibilidade obtida foi a ciprofloxacina, com 85,7%.

Das culturas fangicas realizadas, em apenas uma houve crescimento de levedura.

DISCUSSAO

Devido ao fato da superficie ocular ser rica em nutrientes, diversos microrganismos sao
encontrados nela, os quais formam a microbiota ocular (Armstrong, 2000). Esta vem sendo
estudada ha alguns anos, e os estudos indicam que os microrganismos isolados e as taxas de

prevaléncia variam de acordo com a localizacdo geografica, clima, técnica de coleta de
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material, tratamentos prévios e tipo de afeccdo (Gerding e Kakoma, 1990; Whitley e Gilger,
1999; Moore e Nasisse, 1999).

Acredita-se que essa microbiota seja a fonte de bactérias que causam infec¢do na maior
parte das ceratites ulcerativas. Tal informacéo pode ser confirmada conforme resultados do
atual trabalho, o qual encontrou Staphylococcus sp, Streptococcus sp. e Pseudomonas
aeruginosa envolvidas na maior parte das ceratites ulcerativas estudadas, as quais tratam-se
de bactérias encontradas na superficie ocular de olhos saudaveis (Gerding et al., 1988; Moore
e Nasisse, 1999).

Segundo Slatter (2005), as bactérias isoladas do saco conjuntival de animais higidos
podem ser as mesmas isoladas de ulceragbes corneais, sdo principalmente dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Moraxella e Proteus. Estudos mostram que na
superficie ocular de gatos clinicamente normais, ha predominantemente espécies de bactérias
gram-positivas, a maioria pertencendo ao género Staphylococcus (Espinola e Lilenbaum,
1996). Essa condicdo, também, é observada na superficie ocular de cées clinicamente normais
(Kudirkiene et al., 2006; Prado et al., 2005; Wang et al., 2008). Resultados similares foram
vistos nos olhos de cdes com Ulcera de cornea, demonstrando que a prevaléncia de bactérias
gram-positivas do género Staphylococcus, permanece também nesses casos (Prado et al.,
2005; Lin e Petersen-Jones, 2007; Wang et al., 2008).

Em um trabalho com gatos com ceratite ulcerativa, em Taiwan, 58,7% dos casos
apresentaram crescimento bacteriano (Lin e Petersen-Jones, 2008). Em trabalhos realizados
em cdes com Ulcera de cdrnea, a porcentagem de culturas bacterianas positivas variou de 71 a
100%. Prado et al. (2006); Lin e Petersen-Jones (2007); Wang et al. (2008) e Morales et al.
(2009), obtiveram 100% (em Fortaleza, CE, Brasil), 71% (em Taiwan, China), 93,1% (em
Beijing, China) e 74,4% (em Valinhos, SP, Brasil) de culturas positivas, respectivamente.
Esses resultados se aproximam do resultado do presente trabalho, o qual obteve crescimento
bacteriano em 72,3% das amostras.

A prevaléncia de bactérias gram-positivas pode ser vista em diversos estudos, assim
como relatado por Prado et al. (2006) e Lin e Petersen-Jones (2007), que obtiveram taxas de
80,7% e 78%, respectivamente, em cdes com Ulcera de cérnea. Kurdirkiene et al. (2006) e
Zacarias Junior et al. (2012) encontraram bactérias gram-positivas em 71% e 76%,
respectivamente, em cdes com doencgas oculares externas. O atual estudo também constatou
prevaléncia de gram-positivas, mas com porcentagem menor, de 52,5%.

Ja Morales et al. (2009), encontraram bactérias gram-negativas em mais da metade das

amostras testadas, totalizando 48,43%, enquanto que em 42,18% foram encontradas bactérias
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gram-positivas, e nas demais, fungos. A bactéria isolada com maior frequéncia foi a
Pseudomonas Aeruginosa (32,8%), e quanto aos fungos, Candida sp. e Rhodotorula Rubra
foram isolados. Estes resultados diferem dos obtidos por outros autores citados anteriormente,
em que Staphylococcus spp. predominaram.

No presente trabalho, Staphylococcus intermedius group foi o agente predominante,
presente em 20% dos casos, assim como relatado por Prado et al. (2006) e Wang et al. (2008).
Entretanto, em menor porcentagem quando comparado com esses trabalhos, sendo 35,5% e
30,5%, respectivamente. A segunda espécie isolada em maior porcentagem foi Pseudomonas
aeruginosa (17,5%), e isso tem uma grande relevancia clinica devido a patogenicidade desse
microrganismo.

Lin e Petersen-Jones (2007) obtiveram 70,5% das culturas bacterianas com apenas um
microrganismo isolado, e 29,5% com dois ou trés microrganismos presentes. Prado et al.
(2006) encontraram resultados similares, uma Unica espécie de bactéria foi encontrada em
63,6% das amostras, e duas ou mais espécies foram encontradas em 36,4%. Ja no trabalho
desenvolvido por Morales et al. (2009), uma espécie de bactéria foi isolada em quase 80% das
culturas realizadas. O atual estudo identificou uma espécie em 57,7% das culturas, essa taxa &
menor que a dos demais estudos, mas ainda representa a maioria das amostras com um Unico
microrganismo isolado, nas demais amostras, foram isolados dois ou mais microrganismos,
chegando ao méaximo de quatro diferentes espécies de bactérias em uma mesma amostra.

A neomicina foi 0 antimicrobiano que apresentou melhor eficacia contra
Staphylococcus spp., seguido da gentamicina. Ambos demonstraram ter acdo satisfatéria
também contra gram-negativas. Visto a eficacia contra Staphylococcus spp., que sdo 0s
agentes predominates do grupo das gram-positivas, e também contra gram-negativas, pode-se
considerar 0 usa da neomicina e da gentamicina como antimicrobianos de escolha para inicio
do tratamento de forma empirica em cdes com ceratite ulcerativa.

Contrastando com Prado et al. (2006) e com Lin e Petersen-Jones (2007), foi obtido
36,3% de resisténcia a ciprofloxacina por Staphylococcus spp., enquanto que nos trabalhos
citados, esse valor foi inferior, 0% e 10,4% respectivamente, indicando ndo ser uma boa
opcao terapéutica.

Assim como visto no trabalho realizado por Morales et al. (2009), nesse estudo,
Staphylococcus spp. também apresentaram resisténcia a tetraciclina em 50% dos casos. Lin e
Petersen-Jones (2007), encontraram resisténcia ainda maior a esse antimicrobiano, em 72,9%.

As bactérias encontradas na atual pesquisa com perfil de resisténcia incomum na

medicina veterindria, sdo bactérias consideradas multirresistentes. Bactérias MRSP sdo
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resistentes a oxacilina, o que significa que sdo resistentes a todos o0s antibacterianos da classe
beta-lactamicos (Bond e Loeffler, 2012). Microrganismos CR representam resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos. E bactérias ESBL, por sua vez, sdo produtoras de B-
lactamases, capazes de inativar penicilinas, cefalosporinas, entre outros antimicrobianos
(Silva e Lincopan, 2012; Sfaciotte et al., 2014).

Morales et al. (2009), citaram em seu estudo duas bactérias com perfil multirresistente,
uma Escherichia coli ESBL, e uma Pseudomonas aeruginosa resistente a todos o0s
antimicrobianos testados, exceto polimixina. No atual trabalho, uma das Pseudomonas
aeruginosa isoladas, foi resistente aos oito antimicrobianos topicos estudados para aquela
amostra, entre eles tetraciclina, neomicina, tobramicina, gentamicina, amicacina,
ciprofloxacina, ofloxacina e moxifloxacina, identificada como um importante desafio
terapéutico.

A presenca de bactérias com perfil multirresistente deve receber especial atencgéo.
Microrganismos com esses perfis de resisténcia sdo importantes agentes de infecgdes
hospitalares humanas. O uso indiscriminado dos antibacterianos na medicina veterinaria e na
medicina humana, gera o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, tanto em animais, como
no homem. A resisténcia cada vez maior a esses farmacos aumenta a dificuldade da escolha
empirica dos antimicrobianos a serem usados na rotina clinica.

Em cées e gatos é incomum a associacdo de fungos em lesdes na cornea, podendo ser
vista com maior frequéncia em humanos e cavalos (Gilger, 2007). Séo considerados
patdgenos oportunistas, principalmente quando ha um defeito no epitélio corneal,
possibilitando sua entrada na cérnea (Andrews, 2003). A forma mais comum de entrada é por
meio de traumas, particularmente na presenca de matéria organica, vegetal ou terra (Thomas,
2003). O uso prolongado de antimicrobianos e/ou corticosterdides também é um fator
predisponente, devido a diminui¢do dos mecanismos de defesa do hospedeiro e da microbiota
residente, considerada uma protecdo contra microrganismos patogénicos (Gaarder et al.,
1998).

Segundo Samuelson et al. (1984), fungos fazem parte da microbiota conjuntival de
pequenos animais, mas sao menos frequentemente isolados. Em seu estudo, 22% das culturas
fungicas (11/50) foram positivas em cdes, e 40% em gatos (10/25). Ja Gerding e Kakoma
(1990), encontraram taxas mais baixas, 10% em cées (5/50), e 26% em gatos (13/50). Em
contrapartida, a presente pesquisa isolou levedura em apenas uma amostra (1/36),
representando 2,7%.

Fusarium e Aspergillus sdo os fungos isolados com maior frequéncia em ceratites
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micoéticas, as quais podem ser ulcerativas ou ndo ulcerativas (Johns e O’Day, 1988). Gelatt
(2003) citou Candida albicans, Aspergillus e Alternaria como fungos mais comumente
isolados. Outros, previamente relatados em cdes com ceratite micotica, foram Acremonium,
Cephalosporium, Curvularia, Hormographiella, Pseudallescheria e Scedosporium (Gerding e
Kakoma, 1990; Rampazzo et al., 2009).

A variacdo entre os resultados, tanto bacteriol6gicos, como micologicos, pode ser
explicada pelas diferentes localizagdes geogréaficas, devido aos variados tipos de clima, assim
como estacOes do ano. Wang et al. (2008) observaram que a estacdo do ano foi um fator
significativo que influenciou a presenca, ou auséncia, de microrganismos bacterianos no saco
conjuntival de cées normais, em Pequim, China. O numero de isolados bacterianos foi menor
no inverno (35,8%) quando comparado com as demais estacdes (primavera 45,8%, outono
47,5%, verdo 57,5%).

Ceratites com envolvimento de fungos tem sido relatadas em humanos em diversos
paises, mas pricipalmente em &reas tropicais e subtropicais. Fatores ambientais, como chuva,
vento e umidade, podem determinar variagdes sazonais na frequéncia de isolamento e tipos de
fungos isolados (Jones, 1980).

O atual estudo foi realizado em Londrina, Parand, regido de clima subtropical, e as
coletas das amostras foram feitas principalmente durante as estagfGes primavera e verdo. A
variacdo desses fatores entre os diversos trabalhos publicados, pode contribuir para que haja
diferenca entre os resultados, assim como na interpretacdo dos mesmaos.

Segundo Prado et al. (2006), o método de coleta do material também pode interferir.
Esses mesmos autores desenvolveram uma pesquisa, em que foi utilizada uma espéatula para
raspagem da cornea como técnica de coleta das amostras, e obtiveram 100% de culturas
positivas, enquanto que nos outros estudos citados, utilizou-se swab estéril para a coleta de
material da cornea, assim como nesse trabalho, e a frequéncia de culturas positivas variou de
58,7% a 93,1%. Portanto, o tipo e a forma de coleta de amostras pode interferir no nimero de

resultado positivos.

CONCLUSOES

As bactérias isoladas dos olhos de cées com ceratite ulcerativa com maior frequéncia
foram Staphylococcus intermedius group e Pseudomonas aeruginosa. Neomicina e
gentamicina foram os antimicrobianos que apresentaram melhor a¢do contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, simultaneamente, podendo ser considerados como

antimicrobianos de escolha para inicio do tratamento de forma empirica em cées com ceratite
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ulcerativa. Ja a tetraciclina, demonstrou ser o antimicrobiano menos eficaz, com alta taxa de
resisténcia.

Foram identificados microrganismos multirresistentes aos farmacos antibacterianos,
indicando a necessidade do conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias isoladas dos
olhos de cées com ceratite ulcerativa, frente a esses fA&rmacos, além do seu uso mais racional.

Uma baixa taxa de isolamento fangico foi obtida quando comparada aos demais
estudos. Novas pesquisas sd0 necessarias para avaliar e comparar as diferentes formas de

coleta de amostras, além de outros fatores que pode interferir nos resultados.
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Univensidade
Esmdt Al di Lmdm\a

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 51/2017 Londrina, 02 de Maio de 2017.

Prezada Professora,

Certificamos que o prolets intitulads “"Estudo Microbiologico das Ceratites
Ulcerativas em Caes" protocole CEUA n® 321.2017.90 sob a responsabilidade de Mirian Siliane
Batista de Souza , que envoive a produgdo, manutencgao e/ou utiizagao de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilc Venebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
encontra-se de acordo com os preceitos da Lel n® 11 784 de 8 de outubro de 2008 do Decreto n®
6.889, de 15 de julho de 2009. e com as normas editadgas pelo Consetho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA) foi aprovado pela Comissao de Etica no Usc de Animais da
Unwversidade Estadual de Londrnna (CEUA/UEL) em reunido realizada em 11/04/2017

C Objetivo de projete dentificar os microorganismns presentes na cornea de cles com
ceratite uicerativa, e sua sensibilidade aos antbioticos mais utiizados na oftalmpioga vetennaria
determinar 0s microorganismos mais comumente isalados nessa afecgao além dos antbidticos mais
eficazes, para fornecer ao clinico de pequenos animais maior embasamento e informagdes que sio
determinantes na escolha da melhor terapia antimicrobiana a ser instituida Grau de invasividade=1

 Vigénciado Projeto ~ 02/05/2017 a D2/05/2018 — =
| Espécie/linhagem | Cac ' Variavel -

| N°de animais T30

L Pesondade == Vanavel

| Sexo : Marhos Edmeas e ——
&Qem e | Hospital Veterinanio da Umversvdaoe Esladual de Lonarina

Amostras a serem coletadas _ Coérnea

Cumpre orientar que caso pretendam-se quarsquer alteragdes no protocolo expenmental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagde da CEUA/UEL anteriormente 3 execugao
das modificagdes

Coloco-me a disposigao para quaisquer esciarecimentos que se fizerem necessana.Sem
mais para 0 momento, subscrevo cordiaimente

r

Profa Dra Glaura ntémburio Alves Fernandes
Cooroenadom da CEUA/UEL

lima. Sra.
Profa. Dra. Mirian Sillane Batista de Souza
Responsavel pelo projeto

Departamento de Clinica Vetennana/ Centro de Ciéncias Agrarias CCA | UEL Clinica Vetermana e Diretor do
Centro de Cidnoias Agranas/JE!
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Instrucdes para submisséo de artigos — Clinica Veterinaria

Artigos cientificos inédilos, como tra-
balhos de pesquisa, revisies de litera-
fura & relatos de caso, enviados A reda-
;&0 s8o avaliados pela equipe editorial.
Em face do parecar inicial, o material &
encaminhado aos consultores cientifi-
cos. A equipe decidird sobre a8 conve-
niéncia da publicagio, de forma integral
ou parcial, encaminhando ao awtor
al.lgaﬂh.’:ﬂa & possiveis comegbes.

Relatos de casos s80 ufilizados
para apresentagdo de casos de inte-
resse, quer seja pela rardade, evolu-
gHo inusitada ou técnicas especiais,
gue 530 discutidas detalhadaments.

Revisdes 580 utilizadas para o estu-
do aprofundado de informagies atuais
referantes a8 um determinado assunio,
a partir da andlisa critaricsa dos traba-
Ihas de pasquisadores de fodo o meio
ciantifico, publicados em pariddicos da
gualidade. Uma revisSo deve aprasan-
tar no méaximao até 15% de seu contad-
do provenientes de livros 8 no maximo
20% de arligos com mais de dez anos
de publicagio.

Trabalhos de pesquisa s3o0 wliliza-
dos para apresantar resultados, discus-

dos. Messes frabahos, o bam-astar ani-
mal deve sampra receber atencio aspa-
cial

Para a primeira avaliagio, os auto-
res dewem enviar pela internat
{cwredacaoi@editoraguara.com.br)
wum arquivo tecxto (.doc) com o trabalho,
acompanhado de imagens digitaliza-
das am formato jpg . As imagens digi-
talizadas devemn ter, no minimo, resolu-
8o de 300 dpis na largura de Bcm. Se
os autores ndo possuirem imagens
digitalizadas, dewem encaminhar pelo
cormaéio a0 nosso departamento de
redagio cdpias das imagens orginais
(fotos, slides ou iustragies — acompa-
nhadas de idenfificagdo de proprieda-
de & aufor). Devem ser anviadas tam-
bam a idantificagdo de todos os auto-
res do trabalho (nome completo por
extenso, RG, CPF, endere¢o residen-
cial com cep, telefones e e-mail). Além
das nomes completos, devem ser infor-
madas as instituigies s quais os auto-
ras esiejam vinculados, bem como
saus titulos no momento em gue o tra-
balha foi escrito.

Todos os artigos, independentemean-
fe da sua categoria, devem ser redigi-
dos em lingua porfuguesa & acompa-
nhados da versdes em lingua inglesa a
espanhola de: titulo, resumo (de T00 a

Instrugdes aos autores

Revista Clinlca Veterindra | Reda
Flua dr. Joad Eliss 323 CEP

Z8o Paulo - 3P
vredacaoieditomguans.com.br

B00 caracteres) & unitermaos (3 a B). Os
titulos devem ser claros e ser grafados
am latras minksculas — someanite a pri-
meira letra da primeira palavra deve
sar grafada em lefra maidscula. Os
resumos devemn ressaltar o objetivo, o
método, os resultados e as conclu-
sdes, de forma concisa, dos pontos
melevantes do trabalho apresentado.
Os unitermos no devem constar do
titulo. Devem ser dispostos do mais
abmngﬂntn para o mais especifico (eg,
“cles, cirurgias, abcessos, prdstata).
Verificar s2 os wnitermos escolhidos
constam dos “Descritores em Ciéncias
de Salide™ da Bireme
(hitp:/idecs.bvs.brlL. Revisdes de lite-
ratura néo devem aprasantar o subtitu-
Ia “Conclusies”. Sugere-se
“Consideragbes finais™.

M&o ha especificagdo pam a quanti-
dade da péginas, dependendo esta do
conteddo explorado. Os assuntos
devem sar abordados com objativi
& clareza, visando o piblico leitor — o
clinico weterindrio de pequenocs ani-
mais.

Utilizar fonte arial tamanho 10, espa-
go simples & uma dnica coluna. As
margans suparior, inferior e laternis
devam apresantar até 3cm. Nao deicar
linhas am branco a0 longo do texto,
anire titulos, apds subtitulos e entre as
refardncias.

Mo caso de todo o material ser
rametido pelo comeio, devem necassa-
riaments ser anviados, além de uma
apresantagdo impressa, uma copia em
CD-rom.

Imagens como fotos, tebelas, grafi-
cos & ilustragdes ndo podem ser cdpias
da literatura, mesmo gue seja indicada
a fonte. Devem ser ufiizadas imagens
originais dos prdprios  aufores.
Imagens fotogréficas devem possuir
indicagho do foldgrafo & proprietdrnio; e
guando cadidas por tercaircs, deverfio
sar obrigaforiamente acompanhadas
de autorizagio para publicagiio & cas-
530 de direitos pam a Editora Guard
(fornecida pela Editora Guard).
Quadros, tabelas, folos, desenhos,
graficos deverSo ser denominados
figuras & numerados por ondem de
aparecimento das respectivas chama-
das no fexto. Imagens de microscopia
devem ser sempre acompanhadas de
barra de tamanho & nas legendas
devem constar as objetivas utilizadas.

Evwitar citar comentarios que constem
das introdugies de trabalhos de pasqui-
53 para ndo incomer em apuds.
Procurar se resfringir ac "Materal e

Indexagbes:
151 Wi of Knowiedge - Zoological Reecord
Latindax

CAB Abstracts

métodos” e as "Conclusfes” dos traba-
lhos. Sempre buscar pelas referéncias
originais consultadas por esses autores.

As refer@ncias serdo indicadas ao
longo do texto apenas por ndmercs
sobrescritos ao texto, gque comespaon-
derdo A listagem ao final do artigo —
autores & datas nio devem ser citados
no texto. Esses nimens sobrescritos
devem ser dispostos em ordem cres-
cante, seguindo 8 ordem de apareci-
menio no texto, @ separados apenas
por virgulas (sem espagos). Cuando
houver mais de dois ndmeros em
sequéncia, ulilizar apenas hifen ([-)
entreé o primeiro @ o Olimo dessa
sequéncia, por exemplo oo &Y A
apresentagdo das referéncias ao final
do artigo deve seguir 25 normas atuais
da ABNT 2002 (MBR 10520). Utilizar o
formato v. para volume, n. para nidme-
ro @ p. para pagina. Nio utilizar “at al”
— fodos os autores devem ser relacio-
nados. MEo abreviar titulos de peariddi-
cos. Sempre utilizar as edigies atuais
da livros — edigbes anferiores no
davemn sar utilizadas. De modo garal,
ndo serSo aceitos apuds, somente
sando utilizados para literatura ndo
localizada e obras antigas de difici
acess0. As citaghes de obras da inter-
nat devemn seguir o mesmo procedi-
mento das citagdes em papel, apenas
com o acréscimo das seguintes infor-
magies: “Disponiveal e
<htitpfwwwoooooe>. Acesso em: dia
da més de ano” Somente uilizar o
local de publicagio de periddicos para
fitulos com incid&ncia em locais distin-
fos, como, por exemplo: Revista de
Sadde Pablica, 580 Paule e Revista de
Salde Piblica, Ric de Janseiro. De
moda geral, ndo s&0 aceitas como fon-
fes de referéncia periddicos ou sites
ndo indexados.

Mo utilizar SID, BID e outros.
Escraver por extenso "a cada 12
horas”™, "a cada 8 horas™ eic.

Com relagio aos principios éticos
da exparimentagdo animal, os autores
davardo considerar as nomas do
SBCAL (Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Animais de Laboratdriol

santadas em rodapé, com chamada no
ativo ou produto. Mo rodapé devem
constar o nome comercial, fabricants,
cidade e estado. Para produtos impor-
tados, informar também o pals de ori-
gam, o nome do importadoridistribui-
dor, cidade & estado.
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INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian Journal of
Veterinary and Animal Science), ISSN 1678-4162 (on-line), é editado pela FEPMVZ Editora,
CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicacdo de artigos cientificos sobre temas de
medicina veterinaria, zootecnia, tecnologia e inspecdo de produtos de origem animal, aquacultura
e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sao submetidos a aprovacdo do Corpo Editorial, com
assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos cujos textos necessitarem de revisdes ou
correcdes serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para publicacdo tornam-se propriedade do
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (ABMVZ) citado como Arg. Bras. Med.
Vet. Zootec. Os autores sdo responsaveis pelos conceitos e informagdes neles contidos. Sao
imprescindiveis originalidade, ineditismo e destinagdo exclusiva ao ABMVZ.

Reproducéo de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja corretamente referenciado.
N&o e consentido o uso comercial dos resultados.

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

N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no endereco
www.scielo.br/abmvz

OrientacgOes Gerais

» Toda a tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente pelo Sistema de Publicacdo on-line do
Scielo — ScholarOne, no endereco http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo sendo
necessario o cadastramento no mesmo.

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

= Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e quando solicitados pela
equipe de editoracdo também devem ser enviados, em separado, em arquivo com extensdo JPG,
em alta qualidade (minimo 300dpi), zipado, inserido em “Figure or Image” (Step 6).

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

= O ABMVZ comunicard a cada um dos inscritos, por meio de correspondéncia eletronica, a
participacao no artigo. Caso um dos produtores do texto ndo concorde em participar como autor, o
artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitagao encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovacdo do Projeto da
pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua
Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O documento deve ser anexado em “Ethics
Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o numero do Certificado de Aprovagdo do Projeto deve ser
mencionado no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicagéo:

= Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados s&o
posteriores ao planejamento da pesquisa.
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Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagao (somente na “Title Page” — Step
6), Resumo, Abstract, Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discusséo (ou Resultados e
Discussdo), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

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

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

» Relato de caso

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

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na “Title Page” - Step
6), Resumo, Abstract, Introdugdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes),
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O ndmero de paginas ndo deve exceder a dez, incluindo tabelas e figuras.

O ndmero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

= Comunicacéo

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

Secoes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente na “Title Page” - Step
6). Deve ser compacto, sem distingao das se¢des do texto especificadas para “Artigo cientifico”,
embora seguindo aquela ordem. Quando a Comunicacgéo for redigida em portugués deve conter
um “Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um “Resumo”.

O ndmero de paginas nao deve exceder a oito, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicagdo

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

Formatacéo do texto

= O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das sec@es do artigo, deve ser apresentado em
arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step 6), no formato A4, com
margem de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New Roman, no tamanho
12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢des do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

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

Secdes de um artigo

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

= Autores e Afiliacdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com identificacéo
da instituicdo a qual pertencem. O autor e o0 seu e-mail para correspondéncia devem ser indicados
com asterisco somente no “Title Page” (Step 6), em arquivo Word.

= Resumo e Abstract. Deve ser o0 mesmo apresentado no cadastro contendo até 200 palavras
em um sO paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir os
principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve
conter uma informacgéo completa.

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

* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword
(inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o artigo for submetido.
» Introdugdo. Explanacdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos, bem como a
pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o suficiente
para baliza-la.
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= Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o0 material envolvido, a descricdo dos
métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverdo constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovacdo do CEUA. (verificar o Item Comité
de Etica).

= Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

v' Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacéo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente
a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Tabela 1.).
No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab.
1), mesmo quando referir-se a vérias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é oito). A
legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem
ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia ap6s a sua primeira citagéo.

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

Nota:

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

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

= Conclusdes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao, repeticdo de resultados e
especulagdes.

= Agradecimentos. N&o obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.

» Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses

devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis. Sao
adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para 0o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:

1. CitagOes no texto

= Aindicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar interrupcao na sequéncia do
texto, conforme exemplos:

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

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

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

v" mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronolégica ascendente e alfabética
de autores para artigos do mesmo ano.
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= Citagdo de citacdo. Todo esfor¢co deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacGes excepcionais pode-se reproduzir a informacdo j& citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de publicacéo,
seguido da expressao citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.

= Comunicacdo pessoal. N&o faz parte das Referéncias. Na citagdo coloca-se o sobrenome do
autor, a data da comunicagao, nome da Instituicdo a qual o autor ¢ vinculado.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Taxas de submisséo e de publicacéo:

SOMENTE PARA ARTIGOS NACIONAIS

= Taxa de submisséo: A taxa de submissdo de R$60,00 devera ser paga por meio de boleto
bancario emitido pelo sistema eletronico do Conveniar
http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necessario preencher cadastro). Somente artigos
com taxa paga de submisséo serdo avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do autor.

= Taxa de publicacéo: A taxa de publicacdo de R$150,00 por pagina, por ocasido da prova final
do artigo. A taxa de publicacdo devera ser paga por meio de depdsito bancario, cujos dados serdo
fornecidos na aprovacéo do artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do autor de contato
deve ser enviado um e-mail para abmvz.artigop@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.
SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS
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= Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one hundred dollars)
per page, and US$50,00 (fifty dollars) for manuscript submission and will be billed to the
corresponding author at the final proof of the article. The publication fee must be paid through a
bank slip issued by the electronic article submission system. When requesting the bank slip the
author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias:

= No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas pelo ABMVZ ou documento
de recurso o mesmo devera ser anexado em arquivo Word, no item “Justification” (Step 6), e
também enviado por e-mail, aos cuidados do Comité Editorial, para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

= No caso de artigo ndo aceito, se 0 autor julgar pertinente encaminhar recurso 0 mesmo deve
ser feito pelo e-mail abmvz.artigp@abmvz.org.br.



