UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS-PB

ISOLAMENTO E SENSIBILIDADE IN VITRO DE Mycoplasma spp. e
Mycoplasma agalactiae EM PEQUENOS RUMINANTES

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Medicina Veterindria
da Universidade Federal de Campina
Grande, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina
Veterindria.

ALINE GUEDES MAMEDE DE MORAES

PATOS - PB
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS-PB

ISOLAMENTO E SENSIBILIDADE IN VITRO DE Mycoplasma spp. e
Mycoplasma agalactiae EM PEQUENOS RUMINANTES

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Medicina Veterindria
da Universidade Federal de Campina
Grande, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina
Veterindria.

Autora: Aline Guedes Mamede de Moraes

Orientadora: Prof.? Dr®. Marcia Almeida de Melo

PATOS - PB
2013



FICHA CATALOGRAFICA
Dados de Acordo com AACR2, CDU E CUTTER.
Biblioteca Setorial - CSTR/UFCG — Campos de Patos-PB

M827i
2013

Moraes, Aline Guedes Mamede.
Isolamento e sensibilidade in vitro de Mycoplasma spp. e
Mycoplasma agalactiae em pequenos ruminantes / Aline Guedes

Mamede Moraes. - Patos - PB: UFCG/PPGCEF, 2013.
48 f.: Tab.

Inclui Bibliografia.

Orientador: Marcia Almeida de Melo.

Co-orientador: Edisio Oliveira da Azevedo.

Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria). Centro de
Saude e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina Grande.

1- Medicina Veterinaria Preventiva. 2 — Antibiograma. 3 —
Caprino.4 - Ovino. 5 — Sistema reprodutivo. I - Titulo.

CDU: 614:619(043)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS-PB

ALINE GUEDES MAMEDE DE MORAES

ISOLAMENTO E SENSIBILIDADE IN VITRO DE Mycoplasma spp. e
Mycoplasma agalactiae EM PEQUENOS RUMINANTES

Dissertagdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Medicina Veterindria
da Universidade Federal de Campina
Grande, como parte das exigéncias para a
obtenc¢do do titulo de Mestre em Medicina
Veterindria.

DATA: 16/08/2013

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr®. Marcia Almeida de Melo — UFCG
(Orientadora)

Prof®. Dr. Edisio Oliveira de Azevedo — UFS
(Co-orientador)

Prof°. Dr. Elmiro Rosendo do Nascimento — UFF
(1° Membro)

Prof®. Dr®. Maria das Gracas Xavier de Carvalho - UFCG
(2° Membro)



DEDICATORIA

Para Lanna.
Com amor, mamae.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Aos meus pais, Vandira e Jaime. Foi através desse dom divino de
educar que estou prestes a subir mais um degrau da minha vida.
Hoje, reconhe¢o que a participa¢ao assidua na transmissao de
valores morais e intelectuais esta acima de qualquer compreensao
cientifica. Agradecer por tudo ainda seria pouco para expressar
a imensa gratiddao que tenho a senhora minha mdae e ao senhor meu
pai, entdo deixo registrado aqui o elo de amor que nos une por

toda vida.



AGRADECIMENTOS

Deus, Pai santo e todo poderoso, conheces meus sonhos e planos, sabes da minha
trajetdria de vida, se cheguei até aqui foi porque permitistes, entdo receba os

sinceros agradecimentos de um cora¢ao que chorou e sorriu.

A minha filhinha, Lanna, por alegrar meus dias e iluminar minha vida. Ser mamae de
uma menininha linda como vocé € algo surpreendente! Estou muito feliz! Mamae te

ama!

Ao meu esposo, José Ramos, pelo companheirismo e dedicacdo comigo e com a

nossa filhinha.

A minha adordvel irma, Amanda, pelos momentos de descontragao nas conversas

por telefone, onde sorriamos por longas horas para aliviar a saudade.

A Aline Antas, pela amizade e parceria, e a sua familia que me acolheu com muito

carinho em seu lar.
Ao professor Edisio, pela paciéncia e ajuda.
A professora Marcia, pela ajuda na reta final desse trabalho.

Aos proprietarios, por permitir que seus animais fossem usados nesse trabalho.



Galopamos pela vida como artistas de circo, equilibrados em dois cavalos que
correm lado a lado a toda velocidade — com um pé sobre o cavalo chamado
‘destino’, e 0 outro sobre o cavalo chamado ‘livre arbitrio’. E as perguntas
gue vocé precisa fazer todos os dias sdo: qual dos cavalos é qual? Com qual
devo parar de me preocupar? Por que eles ndo estdo sob meu controle e qual
deles preciso guiar com esforgo concentrado?

Elizabeth Gilbert



SUMARIO

Pags.
LISTA DE TABELAS
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUGCAO GERAL....uoceceecreenceencsessesscssssesssessessssessassssessasssssssssessesesses 12
CAPITULO I: Isolamento de Mycoplasma spp. no trato reprodutivo de
pequenos ruminantes 15
RESUMO 16
ABSTRACT....cuiiuienuncnnsnnsansssnsnssansnns 16
1 INTRODUCAO .17
2 MATERIAL E METODOS........cconnnnn.. . 18
2.1 ANIMAiS...cccueeveiisennsnicsnncsnecsnncsancsnnns . 18
2.2 Avaliagao CHNICA.....ccerueerecrenrensensunssnsaesaessecsecnssessnssasssesssssessessesssssassassasssesss 19
2.3 Coleta das amostras e analise laboratorial . 19
3 RESULTADOS E DISCUSSAO 20
4 CONCLUSAO 22
5 REFERENCIAS. .....ccoiinscnnsesscsnsnscssnsssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssses 22
CAPITULO II: Sensibilidade in vitro de Mycoplasma agalactiae isolados
de ovinos e caprinos naturalmente infectados.... 26
RESUMO 27

ABSTRACT 28




1 INTRODUCAO

2 MATERIAL E METODOS...........

2.1 Obtencao e cultivo das amostras

2.2 Antibioticos € DiOterAPICO.....ccovverrarcsraressarsssressassssresasssssessassssessasssssessassssses

2.3 Antibiograma

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4 CONCLUSAO

5 REFERENCIAS

CONSIDERACOES FINAIS

ANEXO

28

29

29

30

30

30

34

34

36

37



LISTA DE TABELAS

CAPITULO II: Sensibilidade in vitro de Mycoplasma agalactiae isolados

de ovinos e caprinos naturalmente infectados..........cccocveeevieeiriiienniieeniieenieens

Tabela 1- Nimero de coldnias de M. agalactiae isoladas de sete amostras
submetidas ao antibiograma provenientes dos Estados da Paraiba,

Pernambuco e Rio Grande do Norte nos anos de 2009, 2010 e

Pags.

26



ISOLAMENTO E SENSIBILIDADE IN VITRO DE Mycoplasma spp. e
Mycoplasma agalactiae EM PEQUENOS RUMINANTES

RESUMO

Foram realizados dois estudos para pesquisar a presenga de Mycoplasma spp. no trato
reprodutivo de pequenos ruminantes e testar a sensibilidade in vitro dos isolados de
Mycoplasma agalactiae. No primeiro estudo foram coletadas 154 amostras de suabes
vaginais, prepuciais € sémen de animais sem problemas reprodutivos em quatro
propriedades do Estado da Paraiba. Nao foram observadas lesdes na genitdlia externa
nos animais estudados. Nas amostras de suabe vaginal, duas (1,3%) apresentaram
crescimento de Mycoplasma spp., sendo uma em caprino € outra em ovino pertencentes
a duas propriedades. Nas amostras de s€émen e suabe prepucial ndo foi observado
crescimento de Mycoplasma spp. Confirmou-se a presenca de micoplasmas no trato
reprodutivo de pequenos ruminantes utilizando o meio Hayflick modificado, liquido e
s6lido. No segundo estudo foram utilizadas sete amostras de Mycoplasma agalactiae,
sendo uma amostra do estudo anterior e seis amostras isoladas de outros rebanhos. Os
isolados foram submetidos ao antibiograma através do método de dilui¢cdo em placas.
Os antibidticos utilizados foram Tilosina (lpg/mL a 0,0625pug/mL), Enrofloxacina
(Iug/mL  a 0,0625ugg/mL), Ocxitetraciclina  (0,5ug/mL  a  0,03125ug/mL),
Estreptomicina (16pug/mL a 1ug/mL), Florfenicol (8ug/mL a 0,5ug/mL), Doxiciclina
(1pg/mL a 0,0625ug/mL), Gentamicina (1pg/mL a 0,0625ug/mL) e um bioterdpico na
formulacdo 30D. A tilosina e enrofloxacina mostraram-se mais efetivas nas
concentracdes que variaram de 0,25 a 0,0625ug/mL e a oxitetraciclina e doxiciclina
também apresentaram efeito inibitério nas concentracdes 0,125 a 0,03125ug/mL e
0,0625ug/mL respectivamente. Estreptomicina, florfenicol, gentamicina e o bioterdpico
ndo apresentaram efeitos inibitérios satisfatdrios nas concentragdes utilizadas. A
enrofloxacina, tilosina, oxitetraciclina e doxiciclina apresentaram melhor efeito

inibitério para M. agalactiae.

Palavras-chave: Antibiograma, Caprino, Ovino, Sistema reprodutivo



ISOLATION AND IN VITRO SUSCEPTIBILITY OF Mycoplasma spp. and
Mycoplasma agalactiae IN SMALL RUMINANTS

ABSTRACT

Two studies were conducted to investigate the presence of Mycoplasma spp. in the
reproductive tract of small ruminants and to test the in vitro susceptibility of isolates of
Mycoplasma agalactiae. In the first study were collected 154 samples of vaginal and
preputial swabs and semen from animals without reproductive disorders from four
farms in the state of Paraiba. No lesions were observed in the external genitalia from
studied animals. In the samples of vaginal swabs, two (1.3%) showed growth of
Mycoplasma spp., being one in goat and other in sheep belonging to two farms. In the
samples of semen and preputial swab were not observed Mycoplasma spp. growths. So
it was confirmed the presence of mycoplasma in the reproductive tract of small
ruminants from liquid and solid modified Hayflick’s media. For the second study, seven
samples of Mycoplasma agalactiae were used, one sample from the previous study and
six samples isolated from herds. The isolates were submitted to the antibiotic
susceptibility test by the dilution plating method. The antibiotics used were: Tylosin
(1pg/mL to 0,0625ug/mL), Enrofloxacin (1pg/mL to 0,0625ugg/mL) Oxytetracycline
(0,5ug/mL to 0,03125ug/mL), Streptomycin (16pg/mL to 1pg/mL), Florfenicol (8/mL
to 0,5ug/mL), Doxycycline (lpg/mL to 0,0625ug/mL), Gentamicin (lpg/mL to
0,0625ug/mL) and a biotherapic in formulation 30D. The enrofloxacin and tylosin were
more effective at concentrations ranging from 0.25 to 0,0625ug/mL, oxytetracycline
and doxycycline also had an inhibitory effect at concentrations from 0.125 to
0,03125pg/mL e 0,0625ug/mL, respectively. Streptomycin, florfenicol, gentamicin and
the biotherapic showed no satisfactory inhibitory effects on the used concentrations.
The enrofloxacin, tylosin, oxytetracycline and doxycycline showed better inhibitory

effect on M. agalactiae growth.

Keywords: Antibiotic Susceptibility Test, Goats, Sheeps, Reproductive system






INTRODUCAO GERAL

Nos dltimos anos vem sendo observado uma grande valorizacdo na
ovinocaprinocultura nordestina com efetiva participacao dos criadores e 6rgaos publicos
do setor agropecudrio devido aos programas de fortalecimento da agricultura familiar.

Mesmo diante dos investimentos realizados, sua relevancia econdmica pode ser
considerada inexpressiva, pois ainda se observam sistemas de criacdo com baixos
indices produtivos, em decorréncia, principalmente, de praticas de manejo inadequadas,
condi¢des sanitdrias precdrias, baixa capacidade de investimento dos pequenos
criadores, reduzida disponibilidade de alimento nas épocas secas e pouco uso de
tecnologias reprodutivas (PENA-ALFARO, 2006).

Outro fator de fundamental importincia para a baixa produtividade sdo as
doencas infecto-contagiosas, que afetam negativamente a produtividade do rebanho,
cujas consequéncias estdo diretamente relacionadas a reducdo no ganho de peso, queda
na producdo de leite e diminui¢do da qualidade e rendimento das carcacas (EMPARN,
2000).

Recentemente as enfermidades causadas por agentes do género Mycoplasma t€m
sido ativamente estudadas e vém assumindo importancia econdmica considerdvel,
principalmente entre ovinos e caprinos. Normalmente, os micoplasmas provocam
infeccdes cronicas, sugerindo uma capacidade em desenvolver um mecanismo de
escape frente ao sistema imunolégico do hospedeiro, seja em decorréncia de
caracteristicas como a de apresentar variacdo nas suas proteinas de superficie, ou em ter
capacidade de provocar alteragdes nos componentes da resposta imune (GREGORY et
al., 2003).

Os problemas reprodutivos sdo importantes fatores que interferem na economia
agropecudria. Entre as afeccdes reprodutivas que afetam os animais podem-se destacar
as genitais, que possuem causas diversificadas (BUZINHANI et al., 2007) e os
micoplasmas incluem-se entre os agentes causadores de infec¢cdes no trato reprodutivo
(OLIVEIRA, 2008; RIZZO, 2006).

O conhecimento sobre os aspectos epidemioldgicos, as manifestacdes clinicas, o
tratamento adequado, as formas de diagndstico e as medidas de controle e profilaxia sdo
de fundamental importancia para tornar possivel o controle e a elimina¢do de possiveis

portadores de agentes infecciosos (OLIVEIRA et al., 2004; CARDOSO, 2003).
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Apesar dos avancgos tecnolégicos no desenvolvimento de quimioteripicos e
vacinas, a introdu¢do de micro-organismos exéticos pode acometer muitos animais em
um curto periodo de tempo (ALCANTARA, 2010), desse modo as pesquisas com
agentes do género Mycoplasma tem sido realizadas mundialmente, sendo motivo de
preocupacdo para os pesquisadores e produtores rurais, uma vez que as perdas
econdmicas sdo relevantes. Desta forma, objetivou-se com esse estudo isolar
Mycoplasma spp. no trato reprodutivo de pequenos ruminantes e testar a sensibilidade
in vitro de Mycoplasma agalactiae isolados de pequenos ruminantes naturalmente

infectados.
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CAPITULO I

Isolamento de Mycoplasma spp. no trato reprodutivo de pequenos ruminantes

O presente trabalho foi submetido a revista
Arquivo Brasileiro de  Medicina
Veterindria e Zootecnia/UFMG — Belo
Horizonte.
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Isolamento de Mycoplasma spp. no trato reprodutivo de pequenos ruminantes

[Isolation of Mycoplasma spp. in the reproductive tract of small ruminants|

A.G.M. Moraesl*, A.A. Cordeiroz, A.C. Camp0s3, M.A. Melo4, E.O. Azevedo’

"Médica Veterindria, Mestranda do Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria, UFCG, Patos,
PB. E-mail: alineguedesmamede @gmail.com. ~Autor para correspondéncia
Médica Veterindria, Mestranda do Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterindria, UFCG, Patos,
PB. E-mail: aline.antas @hotmail.com
*Médica Veterindria, Bolsista de Pés-doutorado Empresarial-CNPq. E-mail:
anabutron@gmail.com
4Professora, Doutora, UFCG, Unidade Académica de Medicina Veterinaria. Av. Universitaria, s/n. Bairro
Sta. Cecilia. CEP: 58.708-110, Patos, PB. E-mail: marmelo @cstr.ufcg.edu.br Fone/Fax.: (83) 3511-3048
2Professor, Doutor, UFS, Departamento de Medicina Veterindria. Cidade Universitdria Prof. José
Aloisio de Campos, Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze, CEP: 49100-000, Sao
Cristévio, SE. E-mail: edisio @pq.cnpg.br. Fone: (79) 2105 6992/ 9914 6085

RESUMO

Pesquisou-se Mycoplasma spp. em 154 amostras de suabes vaginais, prepuciais e s€men
de animais, sendo 61 caprinos e 93 ovinos, machos e fémeas sem problemas
reprodutivos, provenientes de quatro propriedades do Estado da Paraiba. Foram
coletados dados sobre o histérico reprodutivo e realizado o exame especifico do sistema
genital. Foram relatados abortos e morte neonatal nos rebanhos estudados. Nao foram
observadas lesdes na genitdlia externa nos animais estudados. O isolamento do
Mycoplasma spp. foi realizado em meio Hayflick modificado, liquido e s6lido. Dentre
as amostras analisadas, duas (1,3%) apresentaram crescimento de Mycoplasma spp.,
sendo uma em caprino e outra em ovino pertencentes a duas propriedades. Nas amostras
de sémen e suabe prepucial ndo foi observado crescimento de Mycoplasma spp.
Confirmou-se a presenca de micoplasmas no trato reprodutivo de pequenos ruminantes

com o meio Hayflick modificado, liquido e sélido.

Palavras-chave: Caprino, Micoplasmas, Ovino, Reprodugao
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ABSTRACT

It was investigated Mycoplasma spp. in 154 samples of vaginal and preputial swabs and
semen, from animals, being 61 goats and 93 sheep, males and females, without
reproductive disorders from four farms in the state of Paraiba. Data about reproductive
history were collected and the specific examination of the genital system was
performed. It was reported abortions and neonatal death in the herds. No lesions were
found in the external genitalia of studied animals. Mycoplasma spp. isolation was
carried out in liquid and solid modified Hayflick’s media. Among the analyzed samples,
two (1.3%) showed growth of Mycoplasma spp., being one in goat and other in sheep
belonging to two farms. In the semen and preputial swab were not observed
Mycoplasma spp. growth. This study confirmed the presence of mycoplasma in the

reproductive tract of small ruminants from liquid and solid modified Hayflick’s media.
Keywords: Goats, Mycoplasmas, Sheeps, Reproduction

1 INTRODUCAO

Os problemas reprodutivos em animais de produgdo possuem uma
multiplicidade de fatores que interferem na economia agropecudria e sdo normalmente
originados por deficiéncia no manejo, problemas nutricionais, falhas de origem
genética, nimero de reprodutores, cruzamento, idade das fémeas, problemas hormonais,
fatores climadticos, tipo de criacdo e doencgas infecciosas (Cardoso et al., 2001).

Muitos micro-organismos estdo envolvidos com problemas reprodutivos, como
por exemplo, a Brucella ovis que provoca epididimite, infertilidade e aborto em ovinos
(Turnes, 2001), porém patégenos do género Mycoplasma também podem estar
associados uma vez que ja foi constatada a presenga destes no sistema reprodutivo de
caprinos e ovinos (Rizzo et al., 2011).

O género Mycoplasma pertence a classe Mollicutes sendo considerados os
menores organismos de vida livre capazes de auto-replicacdo. S@o pleomorficos
variando de esféricos (0,3 a 0,9 uym de diametro) a filamentosos (até 1 um de
comprimento), ndo possuem parede celular rigida, mas tém tripla camada de membrana
externa flexivel podendo ultrapassar membranas filtrantes com poros de tamanho de

0,22 a 0,45 um. S3o resistentes a antibiéticos como a penicilina e formam em meio
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s6lido microcoldnias que se caracterizam por apresentar aspecto de “ovo frito”.
Possuem predilecdo por membranas mucosas do trato respiratério, urogenital,
articulacdes, conjuntiva e glandula mamaria (Quinn et al., 2005).

Com essas caracteristicas um grande nimero de espécies patogénicas tém sido
isoladas e sdo responsdveis por diversas doengas, tais como: a Pleuropneumonia
Contagiosa dos Caprinos (Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae), a
Agalaxia Contagiosa dos Ovinos e Caprinos (Mycoplasma agalactiae), e a
Ceratoconjuntivite infecciosa em caprinos e ovinos (Mycoplasma conjuntivae), dentre
varias outras (Macowan e Minette, 1976; Azevedo, 2005; Jones et al., 1976).

Internacionalmente j4 foi comprovado que as infec¢des por micoplasmas
também podem resultar em problemas reprodutivos causando vulvovaginite granular,
cervicites, endometrite, mastite, infertilidade, perda embriondria, abortos, morte
neonatal, sindrome do bezerro fraco, vesiculite seminal, balanopostite e epididimite
(Rana et al., 1993; Trichard et al., 1993; Ball e Mccaughey, 1982; Jones et al., 1983;
Damassa, et al., 1983).

No Brasil, hé relatos de isolamento de micoplasmas em animais com distirbios
reprodutivos (Rizzo et al, 2011; Buzinhani et al., 2007; Oliveira, 2008; Rocha, 2009) e
de animais assintomdticos (Cardoso, 2006; Rizzo et al., 2011; Gregory, 2012). No
entanto o isolamento de agentes infecciosos associados com a doenca nio tem
demonstrado a constancia de um organismo especifico (Webb e Chich, 1976), sendo os
sinais clinicos e exames microbioldgicos a base para o diagndstico.

Considerando que a literatura sobre esse assunto € escassa € pouco se conhece
sobre a patogenicidade desses micro-organismos no envolvimento das patologias do
sistema reprodutivo, este trabalho teve como objetivo fazer o isolamento de

Mycoplasma spp. do trato reprodutivo de ovinos e caprinos assintomaticos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 154 animais, sendo 61 caprinos e 93 ovinos, entre machos e

fémeas, de quatro propriedades do Estado da Paraiba. Os animais e as propriedades

foram escolhidos por conveniéncia.
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Em trés propriedades, os animais eram destinados ao consumo e comercializados
para complementar a renda familiar, havendo um grande fluxo de entrada e saida de
animais. Em apenas uma propriedade, os animais eram destinados a produgdo leiteira,

sendo monitorada regularmente por médico veterindrio.

2.2 Avaliacao clinica

Foram obtidas informag¢des sobre o histérico reprodutivo dos animais e em seguida
examinados individualmente.

Nas fémeas, o exame especifico do aparelho genital consistiu na inspecdo direta da
vulva e vestibulo da vagina, bem como do fundo da vagina e entrada da cérvix com o
auxilio de espéculo e lanterna para melhor visualizacdo.

Nos machos, realizou-se inspecdo e palpacdo nos testiculos, epididimos, escroto,
prepucio e pénis.

Além do exame especifico do aparelho reprodutivo foi realizada uma avaliacio
geral dos aparelhos cardiaco, respiratério e digestério. Verificou-se também a glandula

mamaria e o estado nutricional.

2.3 Coleta das amostras e analise laboratorial

Antes da coleta as fémeas e os machos foram submetidos a higiene da regido
externa da vulva ou prepticio com papel toalha descartdvel. Para obtencdo do material
nas fémeas, a vulva foi aberta com deslocamento dos ldbios vulvares e com ajuda do
espéculo friccionou-se o suabe na regido do vestibulo da vagina. Imediatamente apds a
friccdo o mesmo foi transferido para tubos estéreis contendo solucdo de transporte (50%
de glicerina, PBS 1% e 2.000UI/mL). Esse material foi mantido sob refrigeracio em
caixas isotérmicas até a chegada ao laboratério onde foram armazenados a -20°C até o
momento do processamento laboratorial.

Foram coletadas trés amostras de s€émen, cada uma contendo 0,5 mL através de
eletroejaculacdo e também 15 amostras de suabe prepucial, por meio de fric¢do na
mucosa prepucial. O material coletado foi depositado em solugdo de transporte, na

propor¢do de 1:2, e ao chegar ao laboratério o mesmo foi centrifugado e o sobrenadante
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utilizado no isolamento. As aliquotas foram armazenadas a -20°C até o momento do
processamento laboratorial.

O isolamento das amostras foi realizado no Laboratério de Vacinas e
Diagnéstico (LAVADI), Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG). Utilizou-se o meio de cultura Hayflick

modificado, liquido e s6lido, conforme descrito por Azevedo (2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No historico reprodutivo dos animais observou-se a ocorréncia de abortos ou
mortes neonatais, com descarte das fémeas. Os machos quando apresentavam alguma
lesdo externa no pénis, prepucio ou escroto, eram tratados e depois comercializados.

No exame do aparelho genital, as fémeas e os machos ndo apresentaram
nenhuma les@o na genitdlia externa.

Foi realizado o cultivo das 154 amostras, onde 54 eram de suabe vaginal caprino
e 82 de suabe vaginal ovino, destas, apenas duas (1,3%) foram positivas para
Mycoplasma spp., sendo uma da espécie caprina, no municipio de Patos, e a outra da
espécie ovina, no municipio de Sao José do Bonfim. Observou-se no cultivo a presenca
de coldnias com aspecto de “ovo frito”, presenga de manchas e filmes.

Nas trés amostras de s€émen e nas 15 amostras de suabe prepucial ndo foi
observado crescimento de Mycoplasma spp.

Estes achados sugerem que a infec¢@o estd presente nos pequenos ruminantes e
que a manutencdo de animais portadores pode contribuir para a permanéncia deste
micro-organismo na regido, devendo-se estabelecer medidas preventivas, como a
vacinagao, para evitar maiores prejuizos aos criadores.

A maioria dos micoplasmas sdo patégenos oportunistas, que em situagdes de
estresse ou enfermidades culminam na sua elimina¢@o, nao sendo possivel identificar o
principal fator desencadeador (Rizzo et al., 2011).

A presenca de Mycoplasma no sistema reprodutivo dos animais, sendo os
bovinos a espécie mais estudada, e a associacdo com patologias foi considerada
controversa alguns anos atrds, pois animais sadios eram encontrados como portadores
destes micro-organimos. Os dados das infec¢des, natural e experimental, causando

abortos e infertilidade em bovinos, além de surtos da sindrome de vulvovaginite
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granular (VVG) comprovaram a importancia dos micoplasmas como patégenos do
sistema reprodutivo (Doig et al., 1979; Rocha, 2009).

As espécies com potencial patog€nico para causar infec¢des genitais em
pequenos ruminantes sao o Mycoplasma capricolum, M. arginini (JONES, 1993), M.
mycoides mycoides (Cottew et al., 1974; Trichard et al., 1993), M. agalactiae (Jones,
1983), Mycoplasma ovine/caprine sorotipo 11 (Cottew et al., 1974; Livingstone e
Gauer, 1983; Nicholas et al., 1999).

O Mycoplasma ovine/caprine sorotipo 11, ainda ndo classificado como espécie,
conhecido como cepa 2D, foi isolado de ovelhas com problemas reprodutivos e em
rebanhos aparentemente sadios ndo estabelecendo o papel etiolégico dessa espécie
(Cottew et al., 1974; Nicholas et al., 1999).

Livingstone e Gauer (1983) isolaram esse micoplasma em quatro rebanhos no
Texas, Estados Unidos, sendo dois com problemas reprodutivos e dois sadios.
Inoculagdes experimentais dessa cepa causaram lesdes de vulvite linfocitica, vaginite,
cervicite e endometrite em ovinos (Kumar et al., 1992). No entanto inoculacdes
experimentais ndo reproduziram completamente a doenga, existindo apenas fortes
evidéncias que sugerem o envolvimento do Mycoplasma ovine/caprine sorotipo 11 com
surtos de vulvovaginite em ovinos (Cottew et al., 1974).

Além de ser um dos responsaveis pela Agalaxia Contagiosa dos Ovinos e
Caprinos (ACOC), o M. agalactiae, estd relacionado com casos espontaneos de
vulvovaginite granular (Gil er al., 2003) e experimentais em cabras com lesdes
caracteristicas de granulos do tamanho de “cabega de alfinete” amarelo-esbranquicado e
translicido dispostos de forma linear préximo ao clitéris, hiperemia de mucosa e
edema, além da presenca de exsudato purulento (Singh et al., 1974). Em carneiros
infectados experimentalmente pdde-se isold-lo no sangue, s€émen, vesicula seminal,
testiculos e epididimos, observando mudangas nas caracteristicas dos ejaculados e
alteracOes degenerativas nos orgaos necropsiados (Ak et al., 1995).

Segundo Rizzo et al. (2011) a presenca de micoplasmas no trato reprodutivo de
pequenos ruminantes nao estabelece claramente as caracteristicas clinicas da doenca
como fator de risco para o rebanho. A maioria das espécies provocam infec¢des agudas
podendo tornar-se cronicas, ou mesmo outras espécies sao comensais apatogénicos que
vivem nas superficies de mucosas, dificultando o estabelecimento do diagndstico

conclusivo.
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Essas bactérias sdo consideradas oportunistas por exceléncia, € a sua
patogenicidade na grande maioria das espécies pode ser questionada, principalmente
pela sua presenca em hospedeiros sadios. Fatores predisponentes inerentes aos
hospedeiros ainda ndo conhecidos, e a presenca dos molicutes podem estar associada a
manifestagdo das enfermidades reprodutivas (Rizzo et al., 2011).

Livingston Junior e Gauer (1975) relataram que entre nove sorotipos de
micoplasmas estudados, somente um demonstrou correlacdo entre seu isolamento e
presenca de alteracOes clinicas no trato genital de ovinos, concordando com vérios
autores (Cottew et al., 1974; Linvingston Junior e Gauer, 1983; Kapoor et al., 1984;
Nicholas et al., 1999).

Em bovinos a campo e de centrais de inseminacao artificial, Cardoso et al.
(2006), isolaram Mycoplasma spp., cujo maior percentual foi no muco prepucial
(83,8%) em relacdo ao s€men (44,1%), podendo justificar a aderéncia do micoplasma na
mucosa prepucial, ndo descartando a presenca do mesmo no s€émen.

Estudos realizados por De La Fe et al. (2009) isolaram M. agalactiae de s€émen
de caprinos, mas ndo ficou esclarecido o envolvimento do micro-organismo na
transmissao da doenca.

Rizzo et al. (2011) realizaram o exame microbioldgico de 60 amostras de muco
vaginal ovino em meio SP4 e, destas, 42 sofreram contaminacdo por bactérias
ambientais sendo descartadas, as 18 amostras restantes que ndao foram contaminadas
resultaram em 6 isolamentos (33%), onde os autores ndo associaram a presenca de

micoplasmas com disturbios reprodutivos nos animais estudados.

4 CONCLUSAO

Confirmou-se a presenca de Mycoplasma spp. no aparelho reprodutivo de pequenos
ruminantes assintomdticos. Ndo houve associagdo de micoplasmas com lesdes na

genitdlia externa dos animais estudados.
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CAPITULO II
Sensibilidade in vitro de Mycoplasma agalactiae isolados de ovinos e caprinos

naturalmente infectados
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Sensibilidade in vitro de Mycoplasma agalactiae isolados de ovinos e caprinos
naturalmente infectados
In vitro susceptibility of Mycoplasma agalactiae isolated from naturally infected

sheep and goats
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Marcia Almeida de Melo®, Edisio Oliveira de Azevedo®

RESUMO

O presente trabalho objetivou testar a sensibilidade in vitro do Mycoplasma agalactiae
isolados de ovinos e caprinos naturalmente infectados utilizando diferentes antibidticos.
Sete amostras de M. agalactiae foram submetidas ao antibiograma através do método de
diluicdo em placas nas seguintes concentracdes: Tilosina (1pg/mL a 0,0625ug/mL),
Enrofloxacina (1pg/mL a 0,0625ugg/mL), Oxitetraciclina (0,5ug/mL a 0,03125ug/mL),
Estreptomicina (16pug/mL a lug/mL), Florfenicol (8ug/mL a 0,5ug/mL), Doxiciclina
(1pg/mL a 0,0625ug/mL), Gentamicina (1pg/mL a 0,0625ug/mL) e um bioterdpico na
formulagdao 30D. A tilosina e enrofloxacina mostraram-se mais efetivas nas
concentragdes que variaram de 0,25 a 0,0625ug/mL e a oxitetraciclina e doxiciclina
também apresentaram efeito inibitério nas concentragdes 0,125 a 0,03125ug/mL e
0,0625ug/mL respectivamente. Estreptomicina, florfenicol, gentamicina e o bioterdpico

nao apresentaram efeitos inibitdrios satisfatorios.
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ABSTRACT

This study aimed to test the in vitro susceptibility of Mycoplasma agalactiae isolated
from naturally infected sheep and goats using different antibiotics. Seven samples of M.
agalactiae were submitted to the antibiotic susceptibility test by dilution plating method
at the following concentrations: Tylosin (from 1pg/mL to 0,0625ug/mL), Enrofloxacin
(from ITpg/mL to 0,0625ug/mL), Oxytetracycline (from 0,5ug/mL to 0,03125ug/mL),
Streptomycin (from 16ug/mL to 1ug/mL), Florfenicol (from 8ug/mL to 0,5ug/mL),
Doxycycline (from 1lupg/mL to 0,0625ug/mL), Gentamicin (from lug/mL to
0,0625ug/mL) and a biotherapic in formulation 30D. The enrofloxacin and tylosin were
more effective at concentrations ranging from 0,25 to 0,0625ug/mL, oxytetracycline
and doxycycline also had an inhibitory effect at concentrations from 0,125 to
0,03125ug/mL and 0,0625ug/mL, respectively. Streptomycin, florfenicol, gentamicin

and the biotherapic showed no satisfactory inhibitory effects.

Keywords: Antibiotic Susceptibility Test, Goats, Microbiology, Sheep

1 INTRODUCAO

A Agalaxia Contagiosa dos Ovinos e Caprinos (ACOC) é uma doenga que cursa
com um quadro clinico de mastite, seguida de agalaxia, artrite e ceratoconjuntivite. O
Mycoplasma agalactiae é o principal agente da ACOC, embora outras espécies possam
estar envolvidas, como o M. mycoides subsp. mycoides LC, M. capricolum subsp.
capricolum, M. mycoides subsp. capri e M. putrefaciens (AZEVEDO, 2005).

Esses micoplasmas ocorrem na Asia Ocidental, Norte da Africa e sio difundidos
na Europa, especialmente, Franca, Espanha, Portugal e Itdlia (LORIA et al., 2003). No
Brasil, o isolamento de M. agalactiae foi realizado a partir de caprinos doentes em
2001, no Estado da Paraiba (NASCIMENTO et al., 2002; AZEVEDO et al., 2006) e
logo a infec¢@o se disseminou para os Estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte
(AZEVEDO, 2005).

Considerando a ACOC uma doenca recente no pais, o uso inadequado de
antibidticos tem sido adotado como medidas de controle, contudo os custos com

medicamentos fazem com que os criadores administrem por periodos curtos, nao

28



eliminando a bactéria, favorecendo a manutencdo de portadores e o comércio de
animais assintomaticos.

Os B-lactamicos, principalmente as penicilinas, foram utilizadas por muito tempo,
mas a auséncia de uma parede celular torna-se uma limitacao para o uso dessas drogas
uma vez que elas atuam nessa estrutura. Outros antibidticos como as sufonamidas,
polimixinas e rifampicina tem sido ineficientes contra espécies de micoplasmas
(ANTUNES et al., 2008).

O tratamento das micoplasmoses baseia-se principalmente na antibioticoterapia
sist€émica com o emprego dos macrolideos, fluorquinolonas e tetraciclinas (OLIVEIRA
et al., 2004; BERGONIER et al., 1997).

Para obten¢@o de um resultado terapéutico satisfatério com o uso de antibidticos
foi estabelecido o teste de sensibilidade aos antimicrobianos, também denominado de
antibiograma, que é uma técnica in vitro, na qual os micro-organismos sdo colocados
em contato com um ou mais antimicrobianos de uso terapéutico para serem observados
seus efeitos por um periodo de tempo e incubacdo pré-determinados. Os resultados
podem variar de maneira considerdvel dependendo do micro-organismo, do
antimicrobiano e das condi¢des experimentais (SORIANO, 2002; QUINN et al., 2005).

A avaliagdo da sensibilidade aos antimicrobianos € uma prova que avalia qual o
antimicrobiano tem maior eficicia contra determinados micro-organismos,
resguardando assim a saide do animal e diminuindo as chances de formar uma
populacdo de bactérias resistentes a determinados medicamentos (MATEU &
MARTIN, 2001). Essas andlises também se revelam como importantes aliadas do ponto
de vista clinico, uma vez que fornecem subsidios quanto a concentra¢do necessdria de
um determinado antimicrobiano (SORIANO, 2002).

Neste sentido, o trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade in vitro do M.

agalactiae frente a diferentes antimicrobianos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e cultivo das amostras

Foram obtidas sete amostras, sendo quatro de leite caprino, duas de liquido

articular caprino e ovino e uma de suabe vaginal ovino, provenientes dos Estados da

Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.
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Inicialmente as amostras foram isoladas através de cultivos em meios Hayflick
modificado, liquido e sélido e identificadas por PCR especifica para Mycoplasma

agalactiae, como descrito por AZEVEDO (2005).

2.2 Antibiéticos e bioterapico

Os antibiéticos foram diluidos em dgua destilada estéril, utilizando o método das
diluicdes duplas (HANNAN, 2000), nas seguintes concentragdes: Tilosina (lug/mL a
0,0625ug/mL), Enrofloxacina (1pg/mL a 0,0625ugg/mL), Oxitetraciclina (0,5ug/mL a
0,03125ug/mL), Estreptomicina (16pug/mL a 1lug/mL), Florfenicol (8ug/mL a
0,5ug/mL), Doxiciclina (lpg/mL a 0,0625ug/mL) e Gentamicina (lpg/mL a
0,0625ug/mL).

Também foi testado a sensibilidade frente a um bioterdpico produzido
homeopaticamente a partir do isolado de M. agalactiae na 30* decimal (30D) e utilizado

nas diluicdes de 1:50 a 1:150.

2.3 Antibiograma

Inicialmente os isolados de M. agalactiae na fase log foram diluidos (1:10) e
incubados a 37°C por 2 horas. Apds esse periodo, 900ul da cultura foram distribuidos
em 100 pl dos antibidticos nas suas respectivas concentragdes. Em seguida, todas as
amostras contendo os antibidticos foram incubadas a 37°C por mais 2 horas para a¢cdao
do antibiético. Posteriormente, 4ul foram semeados em triplicata em meio sélido e
incubadas em microaerofilia a 37°C por 72 horas. O controle positivo das amostras foi
a cultura do M. agalactiae sem antibidtico na diluicdo de 1:10 e o controle negativo
utilizou-se o meio liquido sem cultura e sem antibidtico. A leitura foi realizada

diariamente, com a contagem final das colOnias nas trés repeti¢des apds 72 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo expressos os valores correspondentes ao nimero de coldnias de
cada amostra avaliada frente aos antibidticos.
No controle positivo, o nimero de coldonias compreendeu de quatro a incontdveis

Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), nimero suficiente para contagem in vitro.
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Observou-se que a tilosina e enrofloxacina nas concentragdes 0,25-0,0625ug/mL
apresentaram efeito inibitdrio in vitro nas amostras de M. agalactiae. A oxitetraciclina
também apresentou resultado satisfatério nas concentracdes 0,125-0,03125ug/mL e a
doxiciclina na concentracao de 0,125 e 0,0625ug/mL. A estreptomicina e o forfenicol
apresentaram efeito intermedidrio sobre a inibi¢do do crescimento das coldnias de M.
agalactiae. Observou-se resisténcia a gentamicina e ao bioterdpico em todas as amostras
e concentracgoes.

Entre as quatro amostras isoladas de leite a 73/09 apresentou uma maior
sensibilidade a tilosina, oxitetraciclina e doxiciclina nas concentracdes de 0,5-
0,125pg/mL e resisténcia a estreptomicina, florfenicol, gentamicina e bioterdpico, com
presenca de filmes, exceto no bioterdpico.

Nas amostras isoladas de liquido articular ovino (77/11) e caprino (151/10)
observou-se que a tilosina e a enrofloxacina apresentaram uma maior sensibilidade nas
concentragoes 0,125 e 0,0625ug/mL, a oxitetraciclina 0,125-0,03125pug/mL e a
doxiciclina 0,5-0,0625ug/mL. A estreptomicina, florfenicol, gentamicina e bioterdpico
apresentaram um efeito intermedidrio nas duas amostras.

A amostra isolada de suabe vaginal ovino (07/11) apresentou abundante
crescimento no controle positivo, demonstrando sensibilidade a tilosina, enrofloxacina,
oxitetraciclina e doxiciclina em todas as concentracdes. Observou-se efeito
intermedidrio com a estreptomicia e o florfenicol, e resisténcia a gentamicina e ao
bioterapico.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a eficiéncia da tilosina,
enrofloxacina, oxitetraciclina e doxiciclina para o tratamento de infec¢des por M.
agalactiae, e que medicamentos a base de florfenicol, estreptomicina e gentamicina nao
devem ser empregados mesmo apresentando discreta inibicao das coldnias.

Os macrolideos, as fluorquinolonas e as tetraciclinas estdo entre os
antimicrobianos mais utilizados para controle da agalaxia contagiosa (BERGONIER et
al.,, 1997). Neste estudo a tilosina, enrofloxacina, oxitetraciclina e doxiciclina
apresentaram melhor efeito inibitdrio in vitro coincidindo com os estudos realizados por
LORIA et al. (2003) e ANTUNES et al. (2008).

A resisténcia e o efeito intermedidrio da estreptomicina e gentamicina também foi
observado nos estudos de ANTUNES et al. (2008). O mesmo autor utilizou um andlogo

do florfenicol com resultados semelhantes ao do presente estudo.
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O bioterdpico apresentou resisténcia no crescimento bacteriano nas amostras
estudadas in vitro. Contudo, MARINHO (2008) constatou que in vivo os sinais clinicos
desapareceram sem recidiva. Em duas amostras com presenca de coldnias e filmes no
controle positivo foi observado um comportamento diferenciado, pois ndo havia
presenca de filmes nas placas incubadas com o bioterdpico, ao contrario do controle
positivo.

Os antibidticos tém sido bastante utilizados nas propriedades e até em muitos
casos, de maneira indiscriminada, principalmente para fins terapéuticos visando a cura
de mastites. Tais procedimentos conduzem a presenca de residuos de antibidticos no
leite, representando um risco ao consumidor e sendo, portanto um sério problema na
area econdmica e de saude publica (NASCIMENTO et al., 2001).

Os gastos excessivos com medicamentos veterindrios poderiam ser corrigidos
através de informacdes suficientes e exatas aos proprietdrios, veiculadas por
pesquisadores, cooperativas e centros de apoio técnico governamentais. A difusdo de
boas praticas veterindrias levaria a uma redugdo dos niveis destas substincias, deixando

de ser motivo de preocupagdo publica (NASCIMENTO et al., 2001).
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Tabela 1- Numero de colonias de M. agalactiae isoladas de sete amostras submetidas

ao antibiograma provenientes dos Estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do

Norte nos anos de 2009, 2010 e 2011

Antib.  Conc. M.ag. M.ag. M.ag. M.ag. M. ag. M. ag. M. ag.
(ug/mL) 94/11 77/11 68/11 151/10 88/11 73/09 07/11
1 2c Ic lc 0 5c 17¢c 0
0,5 2c 0 lc 0 3c 0 0
Tilos. 0,25 0 Ic 0 1lc 2c 0 0
0,125 2c 0 0 0 Ic 0 0
0,0625 O 0 0 0 0 12¢ 0
1 2c lc 2c 0 3¢ 0 0
0,5 lc lc 0 1c 0 0 0
Enrof. 0,25 0 Ic 0 0 0 0 0
0,125 0 0 0 0 0 3c 0
0,0625 0 0 lc 0 0 0 0
0,5 0 0 2c 1c 0 0 0
0,25 0 2c lc 0 0 0 0
Oxi. 0,125 6¢ 0 0 0 0 0 1c
0,0625 9c lc 0 0 Ic 9¢ 0
0,0312 1c 0 0 0 0 14c 0
16 Ic Ic 2¢ 1c 6¢ Inc.ceF 6c¢
8 lc lc 0 1c 7c Inc.ceF 7c
Estrept. 4 Ic Ic 2c Ic 5c Inc.ceF 6¢
2 2c lc 2c Ic 5c Inc.ceF 5c
1 0 Ic lc 0 3c Inc.ceF 5c
8 2c Ic 5c Ic 9¢ Inc.ceF 8c
4 3c Ic 5c Ic 10c Inc.ceF 5c
Florf. 2 2c lc 3c 1lc 5¢ Inc.ceF 9c
1 2c 1c 3c 0 9¢ Inc.ceF 10c
05 2c 2C 4c 0 Tc Inc.ceF 15c
1 4c 0 0 1c 3¢ 0 0
0,5 Ic 0 0 0 3c 0 0
Doxi. 0,25 Ic 0 0 0 2c 0 0
0,125 2c 0 0 0 0 0 0
0,0625 0O 0 0 0 0 10c 0
1 5c 2c 4c Ic 4c Inc.ceF Inc.ceF
0,5 3c lc 3c Ic 5c Inc.ceF Inc.ceF
Gent. 0,25 4c 1c 3c 1c 3¢ Inc.ceF Inc.ceF
0,125 3¢ 1c 2c 1c 3¢ Inc.ceF Inc.ceF
0,0625 3c 1c 2c 0 2C Inc.ceF Inc.ceF
1:50 6¢ 2¢ 4c 1c 12¢ Inc. ¢ Inc. ¢
1:75 5c 2c 3c 2c 8c Inc.c Inc. c
Biot. 1:100 c lc 5c 1c 10c Inc. c Inc. c
1:125 9¢ lc 5c Ic 13c Inc.c Inc. c
1:150 8c lc 6¢ Ic 13c Inc.c Inc. c
Controle + 20c 4c 10c 4c 17¢c Inc.ceF Inc.ceF
Controle - 0 0 0 0 0 0 0

Abreviacgoes: c: colonias; Inc.c: Incontaveis coldnias; F: filmes
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4 CONCLUSAO

A enrofloxacina, tilosina, oxitetraciclina e doxiciclina apresentaram melhor efeito
inibitério para M. agalactiae. Os demais antibidticos e o bioterdpico apresentaram

discreta inibic¢do de crescimento in vitro do M. agalactiae nas concentracdes utilizadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o isolamento de
micoplasmas em amostras de suabes vaginais em pequenos ruminantes alerta sobre a
necessidade de realizar o isolamento em animais com problemas reprodutivos de causas
desconhecidas, uma vez que nos animais estudados o micro-organismo estava presente
na mucosa vaginal, como cita a literatura. Contudo nao foi comprovada a associag¢do de
micoplasmas com a presenca de alteracdes no trato reprodutivo dos machos e fémeas

estudados.

A aplicabilidade do teste in vitro representa uma ferramenta importante para
minimizar os fracassos terapéuticos no tratamento da agalaxia contagiosa de caprinos e

oVvinos.
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documento de recurso, o0 mesmo deverd constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do texto do
artigo somente na versao em Word.

= No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, 0 mesmo
deve ser feito pelo e-mail journal @vet.ufmg.br.
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Normas para publicacao

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

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados em idioma Portugué€s ou Inglés. Todas as linhas deverdo ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 x
297mm com, no maximo, 25 linhas por pdgina em espago duplo, com margens superior,
inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O
maximo de paginas serd 15 para artigo cientifico, 20 para revisdo bibliografica e 8 para
nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, grificos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que ndo poderdo
ultrapassar as margens € nem estar com apresentacao paisagem.

3. O artigo cientifico deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducao com Revisdo de Literatura;
Material e Métodos; Resultados e Discussao; Conclusio e Referéncias;
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal; Comité de
Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacdo de um
comité de ética institucional ja na submissao (Modelo .doc, .pdf).

4. A revisdo bibliografica deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugdo; Desenvolvimento;
Conclusdo; e Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢do e
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias.
Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar
parecer de aprovacdo de um comité de ética institucional ja na submissdao (Modelo .doc,

.pdf).

5. A nota deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com introdugdo;
metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras);
Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢do e Informe Verbal;
Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
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envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacdo de um comité de ética institucional j4 na submissdao. (Modelo .doc, .pdf).

6. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf
no endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

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

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

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

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

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazo6nia a bovinos
e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

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

9.3. Capitulo de livro sem autoria:

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

em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

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

MEWIS, L.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae),
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera:
Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored
Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008.
doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.
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PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a diferentes
concentragdes de terra de diatomdcea em trigo armazenado a granel. Ciéncia Rural ,
Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi:
10.1590/S0103-84782008000800002.

9.5. Resumos:

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

9.6. Tese, dissertagao:

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

9.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Indistria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produc¢do Animal,
1942. 20p. (Boletim Técnico, 20).

9.8. Informacao verbal:

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

9.9. Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. Afeccdes cirdrgicas da coluna vertebral: analise sobre as possibilidades
do tratamento cirdrgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1
CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.
Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007. Online.
Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1

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

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and

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

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

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

11. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).

12. Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo
ndo tramitard enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente, mediante
consulta prévia para a Comissdo Editorial outro expediente podera ser utilizado.

13. Lista de verifica¢do (Checklist .doc, .pdf).
14. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

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

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

Sistema de pagamento de taxas

Taxas

A taxa de tramitacao ¢ de R$ 60,00 (sessenta reais) e a de publicaciao equivalente a
R$ 85,00 (oitenta e cinco reais) por pagina impressa. A taxa de publicacio s6 sera paga
quando da publicacido impressa do artigo.

A taxa de tramitacio é obrigatdoria para todos os trabalhos, independentemente do
autor ser assinante da Revista. A taxa de publicacao somente devera ser paga apos a
revisao final das provas do manuscrito pelos autores. Professores do Centro de
Ciéncias Rurais e os Programas de Pds-graduacio do Centro t€ém os seus artigos
previamente pagos pelo CCR, estando isentos da taxa de publicacdo. Trabalhos
submetidos por esses autores, no entanto, devem pagar a taxa de tramitagao.

No caso de impressao colorida, todos os trabalhos publicados deverdao pagar um
adicional de R$ 480,00 (quatrocentos e oitenta reais) por pagina colorida impressa,
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independentemente do nimero de figuras na respectiva pagina. Este pagamento
também deverd ser realizado junto com a taxa de publicagdo do artigo obedecendo uma
das formas previamente mencionadas abaixo.

Pagamentos
Os pagamentos poderao ser efetuados por:

1) Transferéncia/depdsito no Banco do Brasil, Agéncia 1484-2, Conta Corrente 250945-
8 em nome da FATEC (CNPJ: 89.252.431/0001-59) - Projeto 96945. A submissao do
artigo obrigatoriamente deve estar acompanhada da taxa de tramitacao, podendo
ser enviada via fax (55 3220 8695/3220 8698), ou anexando o comprovante de depdsito
bancdrio escaneado ou ainda enviado por email (cienciarural @mail.ufsm.br) para que se
possa fazer a verificacdo e prosseguir com a tramitacdo do artigo (Em ambos os casos o
nome e endere¢o completo sdo obrigatdrios para a emissao da fatura).

2) Solicitacao de fatura (.doc ou .pdf). Nessa modalidade o formuldrio disponivel deverd
ser encaminhado devidamente preenchido via e-mail ou fax (55 3220 8695/3220 8698)
para que possamos encaminhar a solicitacio a Fundacdo que administra os nossos
recursos € esta encaminhard a fatura ao endereco especificado no formulario.

3) O pagamento da taxa de tramitagdo também pode ser feito por meio online através
de:

a) cartdo de crédito (VISA/VISA
ELECTRON/MASTERCARD/DINNERS/AMERICAN EXPRESS/HIPERCARD)

b) impressdao de boleto (nesta modalidade sera adicionado o valor de R$ 2,00 (dois
reais) para a emissao do boleto)

¢) transferéncia entre contas (Banco do Brasil) Ao utilizar um desses meios, deve ser
preenchido os campos solicitados com os dados para a emissao do recibo. Apés, basta
clicar no botdo "Realizar pagamento" para ser direcionado ao ambiente seguro da
financeira e escolher a modalidade de pagamento.
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